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緒 亮
本態性高血圧症が医療上問題 に される理 由は, 血圧 の上昇持続に よ っ て , 心脈管系 ヘ の 負担
が増大し, 脳 , 心臓 , 腎臓をどの 主要臓器の血管障害を起 こし , 脳卒中, ノじ､不全, 腎不全を ど
を招来する こと にある ｡1)- 2)した が っ て高血圧症患者に 対し, 降圧剤を投与 し, 適切をレ ベ ル に
血圧を維持する こと は , 血管障害の進展を遅らせ , 合併症0)発生を予防できる ｡3'･4)･5'
一 般 に軽症本態性 高血圧症の治療 には , 第 一 選択薬と し て サイア ザイ ド系降庄利尿剤が 剛 ､
られ て い る｡ こ れらは降庄効果が確実で比較的緩徐に 作用が発現し, ま た併用薬剤の作用 を増
強する こと から高血圧症治療の ベ ー ス 薬とを っ て い る ｡ し かし副作用と し て , 低 カ リウ ム血症,
高尿酸血症 , 耐糖能の 低下等が指摘されてお り, 長期間の 使方削 ニあた っ て は注意を要する o
T hia zide 系降庄利尿剤や Fu r o semide の利尿薬の使方耶寺に は時に はカリ ウ ム の補給が必要を場
合があり , 患者 の 自宅で の 治療上に お い て , 大 きを欠点とを っ て い る ｡
そ こ で, 降庄作用が確実で , 利尿作用があまり強くをく , 尿酸上昇, 耐糖能低下 , かノ ウ ム
の過剰排他を起 さを い 化合物の 開発望ま れて い る ｡
降庄利尿剤め系図は F ig. 1 に 示すごとく, Cblo r obe n z oyls ulfo n a mide基本構造化合物として ,
代表的を Thia zide 系化合物Hydr o chlo r othia zide, C hlo r othia zide が開発され て い る｡ ま た Sul･
fo nylをCa rbo nyl に置換した , Quin ethaz o ne , Metola妄o n eも合成 され て医薬品とを っ て い るo
そ の 他Thia zide 骨梓を有し か ) Chlo rtha rido ne , Fu ro s e rnide も開発されて い る｡ 本研究所では ,
降庄作用 が確実で , 利尿作用があま り強力で怒く , し かも尿酸上昇 , 耐糖能低下 , カ リ ウ ム過
剰排准を起 こ さ か ､化合物の探索研究を開始したo 300余化合物の ス ク リ ー ニ ン グ テ ス トの 結
栄, 確実を降庄作用を示 すが, 尿量増加作f削ま比較的弱く, 特 に カリウ ム排壮は , Fu r o s e mide
に比 べ て著明に少 か ､化合物 Tripa mide を見 い出した ｡6)(Fig. 1) 本化合物は従釆の T hia zide
系降庄利尿薬と は構造的に 全く新規を化合物であるo D OC A高血圧 ラ ッ ト, S H Rある い は
Goldbatt犬 に お い て確実で緩徐を降庄作周を示 すこと が報告されて い る｡ 7)ま た血管平滑筋の 活
動電位を抑制するこ と に より血管平滑筋の緊張を横和し , 血圧を下降させ る ユ ニ ー ク を作用を
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有する｡8)
Thia zide 系降庄利尿薬の 代謝研究に 関して は報告も多く9
-
18)
, 生体内では T hiazide 骨本則ま安
定である｡ Tbia zide 系降庄利尿薬の代謝は主と し て , 骨核外の 側鎖 が代謝さ れる わけで ,
ll) 刺
鎖 の を い ThiazidQ系化合拘は ほとん ど未変化体と し て尿中に排滑される ｡
9･ 1 0･ 15) 一 方 非サイ ア
ザイ ド系降庄利尿薬の 代謝に関しては , Mefruside, 19･ 20'IndopaⅡ-ide2l･ 22)の 報告がある の みで割
合少を い ｡ ま し て全く新規を構造を有する Tripa mi de の 代謝に関七そは全く報告がを い ｡
そ こ で, 著者は Tripa mide の薬物代謝を薬効と毒性の 面から以下の ごとく詳細 に研究したo.
1) Tripa mide の 代謝物の 構造決定と体内動態を検討するため に 4種の標識化合物を合成し,
さ ら に もう 一 種 の標識化合物を入手し, 合 せ て 5種 の 標識化合物を用 い て検討 した ｡
2) ラ ッ トの 尿中から 6種の代謝物を分離同定した ｡ その うち2種の 水酸化代謝特 に つ い て水
酸基の 位置を決定し, 主水酸化代謝物に つ い て は水酸基の配置も決定した ｡
3) Tripamide の 代謝経路 を解明し , 主代謝経路に 関して , そ の反応 に関与する酵素系に つ い
て種 々 検討 した ｡ さ ら に 水酸化反応の 同位体効果と立体選択性 に関し て検討を加えた ｡
4) ラ ッ ト および家兎に お い て
1 4c - Tripa mide の 吸収, 分布, 代謝お よび排滑 に つ い て検討し
た ｡
5) ラ ッ ト に お い て Tripa mide 連続投与後の肝薬物代謝酵素活性を検討した｡ さ ら に薬物代謝
酵素活性の 上昇作周は , Tripa mide の代謝物が関与して い る こ とを明 らか に し, 活性上昇
機序 に つ い て若干検討した ｡
6) Tripamide の代謝物の 中に , ヒ ドラ ジ ン類似代謝物が確認された . そ こ で , そ れら の 代謝
拘の毒性をア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン を対照と し て肝臓 に およぼす影響 に つ い て 検討した o
7) Tripa mide の ラ ッ ト およびと 卜赤血球 へ の 移行を検討した｡
8) 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を用 い て生体試料中の Tripamide およびそ の 代謝物の 定量法
に つ い て 検討し た｡
9) 自然発症高血圧 ラ ッ トを用 い て , Tripa mide の血中濃度と血圧降下作用 と の 関連 に つ い て
検討 した｡
10) ヒ トに おけ る Tripa mide の代謝動態に つ い て , 単回および連続投与時の血中濃度 , 尿中排
滑を検討した ｡
l l) ヒ ト に お い て , Tripamide の 捌又におよぼす食事効果 に つ い て 棉討した ○
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第1編 代謝物の構造決定と永酸化の立体選択性
Tripa mide の 代謝物の構造と生体内運命を研究する目的で 4種の標識化合物の 合成を行 っ た o
すをわち, 薬理晴性を有する構造部位である C hlo r o s
r
ulfa m oylbe n z oyl m oiety を
1 4c で標識し ,
体内動態と薬理効果との 関連を検討.
した ｡ 非Tbia zide 系降庄利尿薬の 代謝研究 から , Tricy･
｡1｡de c a n ring へ の 代謝 が予測された の で , あ らかじめ, 最も水酸化を受けやす い 位置を三重水
素ある い は重水素で標識した ｡ 代謝物の 構造決定には これら標識化合物を用 い , 代謝物の
3即
14c の値を追跡する こと , ま た代謝物の 生成速度の 同位効果を利用して決定 した｡ さら に水酸
化の 立体選択性を検討するため に, Tricyclodec a n e ring の 8 お よび9位 を立体選択的に重水
素標識を行 っ た｡
ラ ッ トの 尿中から効率良く代謝物を単離 , 精製し, 未変化体を含めて, 6種 の 代謝物の構造
を決定した ｡ そ の うち主水酸化代謝物に つ い て は水酸基の 配置を決定するため , e x o お よ び
｡ ndo 配置 の 8-hydr o xyl ripamide を立体選択的に合成する方法を見 い 出した.
最後 に , Tripa mide の 主代謝経路である加水分解反応と水酸化反応に つ い て , そ れ に関与す
る酵素系に つ い て検討し , Tripa mide の代謝経路を明 らか に した ｡
第1章 標識化合物の合成
卜 1 14C - Ca rbo nyトTripamide の合成
1 4c- Tripamide の 合成は Stu r m23'お よびHo efle
24' ら の 方法に 準 じ て行を っ た｡
1 4C I Tri･
pa mide の 合成法の概要をFig. 卜1 に 示す｡
?5
1i350C12
､メビool(2 叫 O H トbNq25㌧♂ピo o H トbN O2
へ ゼ ク ピo c I
川 川)
川1)
cIQ .ぷ 計 り芸暖. 洲
H
2
N .,
C
s
･
a N H_ 也 ペ掛
N H2
H
(IV)
F ig .1 -1. Out l in e of synt hesis of (I V).
( Ⅰ)をグ ロ ル ス ル ホ ン酸で ク ロ ル ス ル ホ ン化し , ア ンモ ニ 7水で処理して ( Ⅱ) を得る o
(Ⅱ)を塩化チ オ ニ ル と反応さ せ て酸 ク ロ ライ ド( Ⅲ) と し, (Ⅲ) をトリ エ チ ル ア ミ ン の 存
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在下 , 4 - Amin o- 4 - a z a- e ndo - tricyclo〔5 . 2. 1 . 0
2
･
6〕- de c an e(A T D)と反応させ ,
1 4c - Tripa mide
( Ⅳ) を得る｡
実 験 結 果
(1) 放射能の検出
放射能は Aloka L C S-652型液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウシ
●
夕 - で測定し, ラ ジオ ク ロ マ ト
グ ラ ム は , Aloka T hin Laye r C hr o m atogr a m Sc an ner(Model T L C
- 2B)で測定しキo U V
･ス ペ ク ト ル の測定は日立124型自記分光光度計で行を っ た o
(2) 14G- 4 - Chloro- 3 - s ulfa m oylbe n 2:Oic a cid(Ⅰ)の合成
1 4
c - p - C hlo r .be n z .ic acid(Ⅰ)611mダ(46.8m Ci, 3.904m m ole s) に グ ロ ル ス ル ホ ン 酸 3mP
を加え油浴中145- 150℃で 5時間反応させ る ｡ 一 夜放置後, 反応溶液に氷水 5 mDを注意深
く加え, 未反応の ク ロ ル ス )Vホ ン 酸を分解するo 析出した結晶を折取 し･ 水2m9で2回洗浄
後, こ の結晶に280/o ア ン モ ニ ア水4 mPを加える o 窒素ガ ス気流中, 過剰 の ア ン モ ニ ア を除き,
濃塩酸2m9を加え , 析出した結晶を折取 , 5
0/o塩酸2 mB で2回洗浄し,
1 4C - p
- C hlo r obe n z oic
a cid(Ⅱ)を得 た｡ 収量 489mグ(収率53.3
0/a).
(3) ,4C- 4 - Chloro - 3 - s ulfam oylbe nz oyl chloride(Ⅱ)の合成
デシ ケ 一 夕 - で 一 夜減圧乾飽した(Ⅰ)489mグ に塩化チ オ ニ ル 5m9を加 え, 油浴中退流下
2時間反応させ る . 過剰 の塩化チオ ニ ルを減圧で溜去し
1 4C - 4 - Chlo r o-3 - s ulfarn oylbe n z oyl
chlo ride(Ⅲ) を得 たo 収量は定量的であ っ たo
(4) .4C- N -(4 1 Aza - e ndo -tricyclo〔5･ 2･ 1I 0
2･6]-de c a n- 4 -yL)- 4 - ch lor o- 3 - s ulfa m oylbenzamide
(.4C- Tripa mide)の合成
(3) で得た ( Ⅲ) にジオキサ ン 2m 絶 加え , こ れ に A T D 3007nダ(1･ 98m m ole s) およびトリ エ
チ ル ア ミ ン 0.2mPをジオキサ ン 2耽Cに とか した溶殖を加える｡ 50℃に加温し , 約10分間振と
うする o 室温で2日間放置後 , 析出した結晶を折澱 し500/o含水メ タ ノ
ー ル 2mC で 2回洗浄し ,
1 4c - Tripa血ide( Ⅳ) を得たo
Fr o nt
⊂)
(IV)
0n
'
gJ
'
n
F ig .l-2. Rad io s c a n s of (I V) o n T L C de v eloped wi t h
be n ヱe 且e/a c e t o n e(1 : 1) .
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収量2067岬 (収率13.90/a), 此放射能31.7FLCi/mダ, 放射化学的純度950/o｡
1 4
c - Tripamide の T L Cラ ジオ ク ロ マ トゲ ラ ムを Fig. ト 2 に 示 した｡
1 4c - Tripamide の U Vス ペ ク ト ル は , 合成標品の それと同 一 の 吸収 ス ペ ク ト ルを示 した o
本報告の 方法で臼的通 りの 1 4C-Tripa mide を合成する こと ができた ｡ T L Cの Rf値及び
U Vス ペ ク ト ル は, 合成標品と同 一 であ っ たo
動軌 ニ お ける Tripa mide の吸収 , 分布 , 排他 および代謝を研究するため には充分を此放射
舵 (31.7FLCi/mg), 放射化学的純度 (950/a) を有して い たo
卜 2 8, 9一 丁2 -ls oindoJin e- Tripa mide(3H⊥Tripamide)の合成
D4 - Tripa rrlide は下記の 反応に よ っ て , 次の よう に 合成した｡
H
2
N｡;三位coN H球 場 Q”.
C
2三蛤c oN H & TT
H
N -(4- Az a- e ndo -tricyclo〔5. 2. 1. 0
2, 6]-deca n-8 - e n e-4- yl)-4- chlo r o-3 - s ulfa m oylbe n z amide
200mダを メ タ ノ ー ル157nPに溶かし , 50/oP d- C 50甘呼 を加えて , 5Ci のトリチ ウ ム ガ ス に て接
触還元を行う (室温 に て1.5時間, かくはんする)｡ メ タ ノ ー ル を加えて減圧乾固をくり返 し
て 不安定トリ チ ウ ム を除 い た. 少量 の メ タ ノ ー ル に溶か し, Tripa mide 標品50m?を加え て ,
500/o含水メ タ ノ ー ル で 5回再結晶を行 っ た｡ 3H - Tripa mide の 比放射能は6.OFLCi/m?, 放射
化学的純度は, 95%であ っ た｡
再結 晶回数 比放射能
1 7.39jLC i/mダ
2 6.83
3 6.15
4 5.99
5 6.01
卜 3 3, 5 - D4 -ls oindoJin e- Tripa mide(D rTripa mide)の合成
D｡-Tripa mide の 合成はFig.1 - 3 に示す｡
化合物 1 (18ダ) を T H F(200mP) 中で重水素化リチ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム (LiA II)4)8.4ダ
と3時間反応し , 2を得た｡ 2 (1.52ダ) を Triethylamin e存在下3 (2.54ダ) と 反応さ せ
4 (0.7グ) を得た ｡
D. - Tripa mide(4)の 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TL C, Kie s elge1 60 F2 , .]0.252nDZ, ベ ン ゼ ン/チ
セ ト ン(1/1))の Rf値 および融点(25ト2 ℃)は Triparnide 標品 のそれと 一 致 した ｡ I Rス ペ
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ク ト ル は2200cm-l に C- D 伸縮振動 に よる吸収が , Ma s sス ペ ク ト ル から Fig- 1 -4 に示す フ
ラ グ メ ン ト ピ ー ク が検出された｡
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⊂
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264
373
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Fig
.
1･ -4 M a ss spe ctr u m of[D.]tripa mide.
N M Rの 測定から (C,, Cs) 2.7 - 3. 1(m)ppm の ピ ー ク が消失し , Tripamide の D化率は
90% 以上であ っ た｡
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1 - 4 8, 9- e x o- Gis - D, -Is oindolin e一 丁ripa mide(8,9 - exo - cis - D2 - Tripa mide)の合成
8, 9-e x o-cis-D2 -Is oindolin e- Tripamid.
e
J
の合成は Fig. 卜5 に示すル ー ｢ で行 っ た｡
グ
0y
′
H2N- N
1
0
LIAJH7
i
T H F
H2N｡2
C
:ユac.c-
T｢lethyla m ln e
1Z-i.
Hl,N _ N(
25)
叫
C D:IO D
D
D
Hl,N - N
′
考 量
Hl,N ｡≡恰c
D
.S
4 m ･P･24 6
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o
(de c･)
F ig ･ 1 - 5･ Outl in e of synthe sis of 8)9 1 e X O- Cis - D2
-
Is oindol 土n e- Tripa mi de
”) I - 2
T H F(モ レキ ュ ラ ー シ ー プ dried)400仇P に LiAIH4 25ダ を加え, 撹拝下(1)50グ を徐々 に
カロえる ｡ 還涜下 5時間反応後, 水冷し, 水50mP で分解する｡ 内容物を吸引折過し,
洗浄炉蒋を硫酸 マ グネシ ウ ム頼粒で亭乞燥後, 濃縮 し蒸留する ｡
b, p. 115
-120
o/15- 16卿 Hg. 23. 5ダ (収率55.80/a)
(2) 2 - 3
重水素 ガス で充満 した風船 つ き マ イヤ ー に 10%P d- C 少量入れ ,
T H Fで
CD30 D2 m9を加え て 捜
拝 し, P d- Cを活性化さ せ る ｡ そ の 後, ゴ ム栓を通して , 注射簡で(2)152mダ を C D30 D 2mA
に溶 かした溶頼を加 え, 授拝する ｡
(3) 3 - 4
Cr ude(3)142mダ, K2C O, 857nダ, 500/a Dio x a r)- W ate rlOnLCを室温で撹押下, 酸 グ ロ ライ ド
254丁岬 を加える o 40- 50℃ に加温し, 20分間反応する o 反応溶確を減圧 で濃縮 し得られる ,
ア メ状 の 残漆をカ ラ ム で精製する｡ (シリ カゲ ル 100メ ッ シ ュ 10ダ , Be n zen e, 50/a Ethyl･
a c etate
- Be n z ene で溶出する｡)
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収量 1 72mg, m . p. 246 7
o
合成した(4)の I Rス ペ ク ト ル お よびM as sス ペ ク ト ル を F ig･ 卜6 に示す｡
① 旧
?s
一
塩Hl,NOl'S
し参 M AS S
Relativ e
nterlSIty
c
D
.
D
EB
3,600- 3 .0 5 0c m
2.19O--2 .1 5 0c nl
l.65 5c m 1
l.5 5 0c m )
1 .3 35c m I
l.1 60c m I
m
W
s)
m
レ N H
レC D
レC=0
♂N H
(s) i/S OL,
C I
Hl･N OL･SをD
D
?8
0f96Ni
53 109
109 184
218
234
25626 2
291 336
M
371
m
`
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F ig･ 1
- 6･ Spe ctr al dat e of 8)9 - e x o- cis - D2
-
Is oindol in e- Tripa mi de
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第2章 代謝物の単離 ｡ 同定および構造決定
2 - 1 代謝物の 単離 ｡ 精製
1 4
c- Tripa mide (5仇ダ/k官) をラ ッ ト(Wista r系雄性, 体重200- 250ダ)3匹に経口投与 し
た後の24時間尿を採取 し, Ambe rlite XAD-4(1.5×15cm, Rohm 良 ‖a a s, U . S . A.) カ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 い , 水,400/oメ タ ノ ー ル ー 水 , つ い で メ タ ノ ー ル の順 に溶出さ せ , 令
フ ラ ク シ ョ ン を濃縮乾回した ｡ 各分画中の 代謝物に つ い て T L C(Kie s elge1 60 F2 5 ｡, 厚 さ,
0.25wl仇, Me r ck, F R Ge m a ny) 分析を行 っ た .
RF
l.0
0.5
0,0
M- 4 @
M 12 ⑳
M
”
二6
5
S
M -3 @
Q
∈:)
M-2㊨
M-3⑳
名
M-4 旬
M
”
;
6
5%
A
” -1@
H20 40
o/oM eO H MeO H
‾ H20
Extract Extra ct Eヌtr a⊂t
-W2
.
白MeOH HeOH
Extra ⊂l Extra ct
Fig17 Auto r adiogr a rrlOf t.i.c . of u rin ary rn etaboiite s in ,atsafte r 0 , al administr ati｡ T, ｡f
[
1 ヰ
c】tripa mide .
Solve n tsw er e(A)28% w/v a_q
･ am m o nia (sp･ gr ･ O
19 0トw ate r-but an - ト ot(1:9:5 0, v/v)o r
(B)benze n e- ac et o n e(1･:1, v/v)･ The dos e of[1 4c]tripamide wa s5 m g/kg.
代謝物は水分画に M - 1, 400/oメ タ ノ ー ル - 水分画 に M -2, M -3, メ タ ノ ー ル 分画 に M -4, M -5,
お よびM -6 が認められ た.
各分画中に量的に 多 い 代謝物 Ml - M 6 を同定する こと に した｡
次 に各代謝物を量的 に 多く得るため , ラ ッ ト (Wistar 系雄性 , 体重200- 250g) 24匹に
Tripamidら (100mダ/kダ) を経口授与した際の24時間尿お よび糞を採取し , 代謝物を単離 , 精
製 した ｡ 尿はそ の ま ま , 糞 は水抽出を行 い , pH 7 に調整し, Amberlite X A D-4(4. 5× 40cln)
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 い , 水, 400/oメ タ ノ ー ル, つ い で メ タノ ー ル の 順 に溶出さ せ た .
各 フ ラ ク シ ョ ン を シ リカゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Silic c a cid, M allinkr odt, F R Ge r rn a･
ny, 3.0×40c m) を行 い , ベ ン ゼ ン , ベ ン ゼ ン ー ア セ ト ン (7 .
'
3, Ⅴ/v), ベ ン ゼ ン ー ア セ ト ン
(3 : 7, Ⅴ/,)の 順 に溶出さ せ た ｡ 各 プ ラ グ シ ョ ン は濃縮乾回し, Pr epa r ativ e T L C(Kie s elge1
60F2S 4, 厚 さ, 0,25m m, 20×20cm Me rck, FR Ge r many)を行 い , 展開溶媒A , B(Fig. 卜 7)
で展開させ た｡ 代謝物に相当する部分をかきと り, ク ロ ロ ホ ル ム - メ タ ノ ー ル(8:2, Ⅴ/v)の
混合溶媒で シリカゲ ル より抽出した｡
単離 ･ 精製した各代謝物の マ ス ス ペ ク ト ル を測定した｡ (Fig. ト 8)
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Ele ctr o nim pact m a s s s
.
pectr a w e re r e c ordedo n aJE OL?- odelJM S1 0 rS･T.m as s spe ctr o m ete r u nde r
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2 - 2 4 - chlo ro- 3 - s ulfa m oylbe n z oic acidの 同定
Fig.1
-8 か ら M - 1 は 4 - C blo r o-3 - s ulfa m oylbe n z oic a cid(C S B A)と推定さ れた ｡ C S B A
の 合成標品と M-1 の T L Cの Rf値 (展開溶媒:28% ア ン モ ニ ア 水/水/n - ブタ ノ ー ル(1/9/50)
および ベ ン ゼ ン/メ タ ノ ー ル/ 酢酸(80/20/5))が 一 致し , ジ ア ゾ メ タ ン で メ チ ル 化すると標品
4-C hlo r o1 3 1 S ulfa m oylberl Z Oyl m ethyleste rの Rf値と 一 致 し た｡
ま た合成標品と の 同位体希釈分析 (標品約50卵 を正確 に秤量し , メ タ ノ ー ル に 溶解 した後 ,
1 4c- Tripamide を投与した ラ ッ ト尿中串､ら精製した各代謝物を加 えて , 水 - メ タ ノ ー ル か ら
再結晶をくり返す｡ そ の後比放射能を測定する｡)を行 っ た結果, 4 回の 再結晶で比放射能の
低下は認 められをか っ た こ と から, M -1 を C S B A と同定した｡
2 - 3 4 - ch[o r o- 3 - sulfa m oylbe n z a mide の同定
Fig. ト 8 から M
- 2 は4 - Cblo r o- 3 - s ulfa m oylbe n z a mide(C S B M)と推定さ れた ｡ C S B Mの
合成標品と M -2 と T L Cの Rf値 (展開溶媒;280/oア ン モ ニ ア水/水/rl- ブ タ ノ ー ル (1/9/50)
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お よび, ベ ン ゼ ン / ア セ ト ン (1/1))が 一 致 した｡ ま た合成標品と の 同位体希釈分析を行 っ
た結果, 4回の 再結晶で比放射能の 低下は認められをか っ た こ と から, M -2 を C S B M と同
定 した｡
2 - 4 4 - chlo r o- 3 - s uJfa m oylbe n z oic a cid-(N
′
- a c etyl)- hydrazide の同定
Fig.118 から M -3 は4 - C hlo r o- 3 - sul fa m oylbe n z oic a cid-(N
′
-
a c etyl)-hydr a zide(C S BH)
と推定された ｡ C S B Hの合成標品と M -3 の T L Cの Rf値 (展開溶媒 ;28%ア ン モ ニ ア水/
水/n- ブ タ ノ ー ル (1/9/50))が 一 致 した ｡ 合成標品との 同位体希釈分析を行 っ た結果, 3
回の 再結晶で此放射能の 低下は認めら れをか っ た こ と から M -3を CS B Hと同定 した｡
2 - 5 水酸化代謝物 3 - hydr o xy-tripa mide および 8 -hydr o xy-tripa mide の構造
決定
Fig. 卜 8 から , M
-4 は Tripa mide と推定され, M - 4の Rf値 (展開溶媒 ; ベ ン ゼ ン / ア セ
ト ン(1/1))は標品と 一 致 した ｡ Tripa mide と の 同位体希釈分析の 結果, M -4 を Tripa mide
と同定した ｡
代謝物 M - 5 お よびM -6 は Fig. 卜8 より, い ずれも Tripa mide に酸素が導入 された代射物
と推定された o 代謝物をP d- C/H2 で処理しても Tripamide が生成され か ､と から N- o Xide体
ではをか っ た ｡ フ ラ グ メ ン ト ピ ー ク から代謝物は Tricyclode c a n e ring が水酸化さ れた代謝
物と推定され , 水酸基の 位置は以下の 方法で決定し た｡
(1) 3 - hydr o xy -tripamide の同定
3, 5 - D｡ -Is oindolin e- Tripa mide に少量の
1 4c - ca rbo nyl
- Tripa mide を加 え, 0･5FLCi/pm ol
の D｡ - Tripamideを調整 した｡ 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て, 非標識 Tripa mide ある い は D4 -
Tripa mide を基質と し て , N A D P H生成系下で37℃ , 60分間イ ン キ ュ ベ - 卜 し た｡ 水酸化代
謝物の 生成 に及ぼす同位体効果に つ い て 検討した o 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム N A D P H生成系下の Tri-
pa mide の 代謝物の 生成速度は以下の 方法で測定 した去
反応溶液とし て , N A D P(0.8F{m ole s)0. 1mP, G -6 - P(20FL m ole s)0. Imp, G - 6 - P D H(5
u nits)0.1mP, MgC12 (25p m ole s)0.1mP, D4 - お よび非標識 Tripamide(0.32, 0.38FL m Ole s)
o.2飢P, ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液1 mPを合せ 全量1.6mAと した o37℃, イ ンキ ュ ベ - ト後, メ タ ノ ー
ル2m9 で除蛋白し, 遠沈して上澄を減圧下濃縮乾回す る｡ 残漆をメ タ ノ ー ル0. 5mAに と かし ,
そ･の 0.02mPをTLC(Kieselge1 60F2 5., 0.25n 仇) に ス ポ ッ トし, 展開溶媒 に べ ン ゼ ン/ ア セ ト
ン (1/1)ある い は28%ア ンモ ニ ア水/ 水/n - ブ タ ノ ー ル (1/9/50) を用い て展開した ｡ オ
ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ - を とり , 代謝物に相当する Rf値部分をかきと り放射能を測定し た｡
代謝物M -1, M -2, M -5 お よびM -6 の 生成速度に 及ぼす同位体効果に つ い て Fig. 卜 9 に
示 した｡
Fig. ト 9 から明らかを ように , 代謝物 M
-6 の みが非標識 Tripa mide を基 質と し た場合に
比 べ て, D｡ - Tripa mide の 方が遅か っ た ｡ 各代謝物の 生成速度 (イ ン キ エ ペ
- ト30分間の 間
に生成した量) に おけ る K月/KD は M -1(1.03), M -2(1.02), M
-5(1.60), M -6(0.93)とを
- ll -
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Each m et abolitefor m ed w asdete r min ed in dividu ally at1 5, 3 0and 60m in. 0-○;Unlabelled
tripa mide, @
- @;[D4]tripa mide .
り , M-5 の 生成速度の み に 1.6倍 の 同位体効果 が認められた ｡
チ ト ク
'-
u - ム P- 450に よる Aliphatic c a rbo n へ の 水酸化反応 に は同位体効果が認められ
る こ と が報告さ れ て い る ｡26)･ 27)
D4 - Tripa mide の 重水素は Tricyclodeca n e ring の 3 お よび 5位 に標識されて い る の で ,
代謝物 M -5 は 3- hydr o xy -tripa mide と同定さ れた ｡
Fig. ト 8 のM
- 5 の フ ラ グ メ ン ト ピ ー ク (249, 262) は, M -5が3-hydr o xy - tripA mi de であ
る こ とを支持して い る ｡
(2) 8- hydro xy-tripa mide の同定
8
,9
- T2
-Is oindolin e- Tripa mide (19.6pCi) わよび
1 4c - ca rbo ny卜Tripamide (24.6pCi)
をラ ッ トに3mダ/kダ経 口投与した後の24時間尿を採取 し, 前述した方法に した が っ て , 水酸
化代謝物を単柾 ･ 精製した ｡ 水酸化代謝物
3H/1 4cの 値は , 投与した 二重標識 Tripa mide の 値
(o. 80) に此 べ て , 代謝物 M -5 は変ら孝か っ た が , M- 6 は0.60 と250/o低下した ｡ 代謝物 M-6
は Tricyclode c a
'
n e ring の 8位ある い は 9位の 一 方 の
3H が脱離して い る こ とから8位ある い
は 9位 に水酸化された代謝物と決定され た. し たが っ て M -6 は 8- hydr o xy- tripamide と同定
さ れた ｡
以上同定した6種 の Tripa mide の 代謝物の 構造, 名称, Rf値および M
'(a/e)をTable l-
1 に示す｡
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第3牽 童永酸化代謝物 8 -hydr o xy - tripa mide の永酸基の
配置の決定と永酸化の立体選択性
3 - 1 e ndo および e x o8 -hydr o xy-tripa mide の合成と同定
1 . N-(4- Az a- 8 - e ndo - hydro xy- e ndo -tricycLo〔5･2･1･0216〕一de c a n- 4 - yl)4- chloro - 3 -
s ulfa m oylbe nza mide 隻の合成
e ndo 8-hydr o xy
- tripa mide の合成は Fig.1-10に示すル ー トで行 っ た｡
r
o;(
0
0
H2SO｡
｢ 訪
→
1
～
-
H
H功
Fbc｡｡H
0 - c - o
2
′ )
H_,N ｡]
C
s
'
蛤c｡ c.
Triet hyl amine
N H2NH2 ･H20
｢ 計
H.2N ｡2
C
s
'
】a
H
!4
c
H
.
.4
4 5
m ･P･ 2 7 5
-6
l
l
( de c･1
/へ ノ
～
e ndo - 8 - bydroxy
- tripa mide
Fig ･ 1 - 1 0･ Outl in e of synthe sis of e ndo
- 8 -
byd王
･
0Ⅹy
- tripa mi de
(I) I - 2
′
‾
･･ ■一- ～
1 (164ダ) を水 に懸濁 し, 室温 で按押下 , 濃硫酸を滴下する . 終了後90℃ で10- 15分
･ 問捜拝すると透明溶液とをる｡ こ の 溶 掛 こ熱湯2Bを加え, 約1時間撹拝, 水冷し, 析出
結晶を炉過, 水洗する ｡
収量 149.8ダ m . P. 196- 7
o
(2) 2 - 3
Bicyclo〔2.2. 1〕hepta ne - endo - 2, 3 -dica rbo xylic a cid- 5 - endo -hydroxy
‾
γ
-1a cto ne 旦
36.4ダ (0.2M) にジオキサ ン 200mAを加える o 室温で擾押下800/o Hydr a zin ehydr ate 15ダ
(o.24M) を滴下する｡ そ の後加熱し , 還流下5時間反応する ｡ ジ オキサ ンを減圧で留意 し
ア メ状残留物に エ タ ノ ー ル 1007nAを加え氷冷すると結晶化するo
結晶を減圧で折過し , エ タ ノ ー ル から再結晶する o
収量 34.3ダ m . p. 162-3
o
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(3) 3 - 4
金属ナ トリウ ム で乾燥 した Tetr ahydr ofu r a n e500mP中 に Li AIH｡ 74ダ (0.2 M) を徐々
に加え , 室温で撹拝する ｡
次 に 3 19.6ダ (0. 1M) を発熱 ･ 発泡 に注意しをがら, 5 - 6 回に 分けて加え る｡ そ の
後加熱 し, 還流下 6時間反応する ｡
反応混合拘を水冷 し , 10% 水酸化ナト T) ウム水溶頼20m9を滴下し , 分解する o 内容物を
減圧炉過 し折液を MgS O｡ で乾燥後辞退するo Tetr ahydr oftl r a n eを減圧留志し , 残留物を
蒸留する ｡
b. p. 171
- 6
o
/19n 仇Hg 収量 13.7ダ
(4) 4- → 5
4 8. 如 (0-05M) と Triethyla min e 6mPをジオキサ ン80mPに溶解する ｡ こ の 溶液に酸
グ ロ ライ ド (F ig. 卜 10)12.7ダ(0.05M) を2 回に分けて加える ｡ 室温で 2時間接辞後,
ジ オキサ ン を減圧で留去し, 残漆をカ ラ ム ク ロ マ ト (シ 1) カ ゲ ル 60- 80メ ッ シ ュ , 400ダ)
に かけ, ク ロ ロ ホ ル ム , 50/oエ タ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム ,100/o エ タ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム で順 に
溶出さ せ る ｡
5 9.7ダ の 白色結晶が得られ, エ 夕 ノ - ル か ら再結晶する o
収量 8.2ダ m . p. 27 5-6
o (分解)
元素分析 C1 6H2 6CIN304S - 385.8
C H N
理論値 49.81 5. 23 10.89
実験値 49.64 5.26 10.89
2. N -(4 - Az a- 8 - e x o- hydr o xy - e ndo -tricyclp〔5.2.1.02･6]- de c a n- 4 -yl)- 4 - ch]or o- 3 -
s ulfa m oylben z amide L4 の合成
8- e x o- hydroxy- tripa mide の 合成は F ig. 1 - 11 に示 す ル ー ト で行 っ た ｡
@
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1 - ヰ 9
1 無水 ハ イ ミ ッ ク酸(e ndo)1 64ダ (1 M) に280/oア ン モ ニ ア水200mP, 水 100mPを加え
て, 還流下6時間反応する . 一 夜放置後水200mPを加え結晶を桝乳 水洗する o
収量 146ダ rrl. P. 184-5
o
(2) 9 - 10
金属ナ トリウ ム で乾燥した Tetr ahydr ofu r a n e500mP中 に Li A IH4 389(1.OM) を加え,
室温で撹拝す る ｡
次 に 9 82ダ(0.5 M) を5 - 6回 に分け て加 える ｡ その 後加熱 , 還流下5時間反応する｡
反応混合物を水冷し , 100/o水酸化ナトリ ウ ム水溶液50mDを滴下し分解する ｡ 内容物を減圧
辞退 し, 炉蒋を MgS O. で乾燥後折過する o Tetr ahydr ofu r a n eを減圧留去す ると無色ゼ リ
ー 状 の 物質10が得られるo
収量 52ダ
(3) 10- ll
10 27.4ダ(0.2 M) をTetr ahydr ofu r a n e200mP に溶解する ｡ 授押下10 - 15℃ に温度を保
ち つ つ , 150/oエ チ ル ニ ト ライト - エ タ ノ ー ル 清掃100ダ(0. 22 M) を加える｡ 室温 で24時間接
辞する ｡ 溶媒を減圧で留去 し得られ た赤褐色ア メ状物質をカ ラ ム ク ロ マ ト(シ リ カ ゲ ル 60
- 80メ ッ シ ュ , 500ダ) に かけ, ベ ンゼ ン, 1 0/o酢酸 エ チ ル - ベ ン ゼ ン と順 に溶出さ せ る ｡ 黄
色 oil が得られ た ｡
収量 28.3ダ
(4) ll- ･12
11 28ダ(0.17 M) を塩化メ テ レ ン 200mPに溶解する . タJく冷 , 撹拝下25℃ 以内で850/a m･
～
C hlo r ope rbe n z oic a cid 38.6ダ(0.19 M) を加える . 室温で3時間反応後, 水200m9を加え ,
次 に100/a Na2S20. 70mAを加え , 過剰 の m - C hlo r ope rbe n z oic a cidを分解する ｡ 有機層
を分取 し, 100/o Na2C O3溶液50mj? で2回洗渦するo MgS O4 で乾 燥し炉過後, 塩化 メ テ レ
ン を減圧留まする ｡ 得られた粗結晶をカ ラ ム ク ロ マ ト (シ リカ ゲ ル 60- 80メ ッ シ ュ 500
ダ) にか け5 0/o酢酸 エ チ ル ー ベ ン ゼ ン , 100/o酢酸エ チ ルーベ ン ゼ ン と順 に溶出さ せ るo
収量 16.7ダ m . p. 137-8
o
(5) 12- 13
金属ナトリ ウ ム で乾燥した Tetr a
'
hydr ofu rane lOOmP中に LiAIH. 3.8ダ(0.1 M) を加え
室温で撹拝する o こ れ に 12を9 ダ(0.05M) を5 - 6回 に分けて加える ｡ 加熱還涜下7時間
反応する ｡ 反応混合物を水冷 し , 100/o水酸化ナ トリ ウ ム 10nlPを滴下し, 分解する ｡ 内容
物を減圧折過 し, 炉液を MgS O4 で乾燥する . 炉過 し, Tetr ahydr ofu r a n eを減圧留去する
と爵位色の oil として13 が得ら れた｡
c r ude 8.8?
- 1 6 -
(3) 13 - 14
13 3.4ダ に Triethylamine 3mA, ジオキサ ン30m9を加え, 室温投拝し, こ れ に酸 ク ロ ラ
イ ド5.1ダ を加えるo 室温で3時間反応後, ジ オキサ ンを減圧で留まし , 残撞 をカ ラ ム ク
ロ マ ト (シリカゲ ル 60- 80メ ッ シ ュ , 150ダ , 20/oメ タ ノ ー ル ー ベ ン ゼ ン で溶出)で精製する
と2.1ダ の 白色結晶を得る o
こ の 結晶を エ タ ノ ー ル から再結晶する ｡
収量 1.6ダ m . p. 228-9
o
元素分析 C. 6H20C IN30.S - 385.8
C H N
理論値 49.81 5. 23 10.89
実験値 49.74 5.36 10.42
3. 代謝物 8- hydr oxy-tripamide の水酸基の配置の決定
(1) e x oおよぴ e ndo 8-hydro xy-tripa mide の マ ス ス ペ クト ル
合成した ex o お よび e ndo 8 - hydr o xy -tripa mide の マ ス ス ペ ク ト ル を Fig. 1
-12に 示 した o
e xo 体 に M十357 が認められ た他はほと んど同様の フ ラ グ メ ン ト ピ ー ク を示 した ｡
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(2) ex oおよび endo 8 -hydro xy-tripamide, および代謝物の H P L Cクロ マ トゲラム
合成した e x oお よび endo 8 1 hydr o xy -tripa mide, お よび代謝物の H P L Cク ロ マ トグ ラ
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ムを Fig. 卜 13 に示した｡
各化合物 の H P L C保持時間は, e x oイ本が5.65分, e ndo 体7. 74分であり, 代謝物(5.64分)
は e x o体 の それ と 一 致 した｡
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(3) e x oおよび endo 8- hydro xy-tripa mide, および代謝物の 13C - N M Rのケミカルシフ ト
合成した 8 -hydr o xy - tripa mide, お よび代謝物の
1 3C - N M Rの cbe IⅥic al sbifts をTable1
-2に 示 した ｡
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Table ト2 から明らかをように , Tripa mide に比 べ て , aro m atic ring の 炭素の che mic al
sfit は両化合物とも変ら か ､が, Tricycl?de c a n e ring の 炭素に変化が認められた ｡
水酸基の置換した炭素である α位 C8 は44.7 - 49.8ppm , β位 C9 は8.6 - 12. 9p pm , C7 は
4.3 - 8ppm 低磁場 シ フ ト して い る の に対 して, Cl ｡は e ndo 配置 が2.2p pm , e x o配置が4
p pm 高磁場シ フ トした ｡
立体的に込み合 っ て い る2偶の 原子がそれ ぞれの Va n de r W a als半径ま た は そ れ以下
の距離 にある場合は C-H結合の 電子は分極を受けて高磁場 シ フ トする立体圧縮 シ フ ト効
果が報告されて い る ｡ 30
- 34)
し た が っ て CIO が よ り高磁場シフ トした ex o 8- hydr o xy -tripa mide の水酸基が e x o配置
である ことが確認された｡
代謝物は量的に少を い ため a s sign で きを か っ た シグナ ル が認められたが , 他 はす べ て
e x o8 - hydr o xy- tripa mide と 一 致 した ｡ し たが っ て代謝物は e x o8- hydr o xy- tripa mide と
同定 した｡
3 - 2 水酸化反応 の同位体効果と立体選択性
8 , 9- e x o- cis - D2 - Tripa mide(0.236FL m Ol) お よび非標識 Tripa mide を基 質 に 用 い て,
N A D P H生成系肝 ミ ク ロ ゾ ー ム (ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量1.24mダ) に お け る3 お よび8-hydr o･
Ⅹy
-tripa mide の 生成速度を比較検討 した｡ (Fig. 卜 14)
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8 -hydr o xy
- tripa mide の 生成速度 に 2倍の同位体効果が認められた o し たが っ て 8- 水酸化
床応 は e x o配置 から立体選択的に起 り, し かも水素の 引き抜きが反応の 律速に を い て い る こ
とを示して い る｡ 一 方 3- hydr o xy -tripa mide の 生成は非標識 Tripamide を基質 に用 い た時と
比 べ て変らをか っ た｡
同様を こと が, 3, 5 - D. -Is oindolin e- Tripa mide を基質 に伺 い た時 の3-hydr o xy - tripamide
の 生成に も認められた. (Fig.1
-9)
した が っ て Aliphatic c a rbo n ヘ の 水酸化反応 に は同位体効果が報告されて い る26･ 27)ご とく
Tricyclode c arle ring の 水酸化反応 にお い ても同様をこと が認められた｡
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第4章 Tr盲pa mide の偲謝経路
4 - 1 肝ア リ ー ル ア ミダ ー ゼ によ る加水分解
実 験 方 法
1 . アリ ー ル アミダ ー ゼ活性の測定
ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ晴性は, 反応溶液とし て
14
c - Tripamide (0.32FL m Oles)0. 2mA, 0.2M
Tris - H Cl buffe r(pH 8.0)1 m朗口え, 37℃でイ ン キ エ ペ - ト後, 反応溶液0. 01mPを T L Cに
ス ポ ッ トした ｡展開溶媒 ベ ン ゼ ン/メタ ノ ー ル/ 酢酸(80/20/5)で展開後 , オ ー ト ラ ジオグラ フ イ
- をとり , Tripa血ide お よびC SBA の Rf値に相当する部分をかきと り放射能を測定 した｡
2. 0 - Et hy1 0- p- nitr ophe nyl phe nypho spho n ot hio ate (E:PN)による阻害実験
E P N(E. Ⅰ. du po nt de Nem ou r sCo, 純度95% 以上) を エ タ ノ ー ル /プ ロ ピ レ ン グ リ コ
- ル (2/8) の溶媒に と かし, 0.27nDを反応溶液に加えた ｡
3 . ウサギ肝ミクロ ゾ ー ム からの肝アリ - ル アミグ ー ゼの精製35)
0.25M Su c r o s eで100/o肝ホ モ ジネ - トを調製し, ミ ク ロ ゾ ー ム 分画を得て それを凍結事乞侵
したo ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白あたり0.1mグ の コ ー ル 酸を加 え, 37℃, 30分間イ ン キ ュ ベ - ト後,
100,000グ , 60分間超遠心分離 し, 可溶化上澄を得た . こ の40-700/o飽和硫安分画を採取 し,
沈澱を0.05 M Tris - H Cl buffe r(PH S.0) に溶解し, Sepbade x G-75カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で脱塩 した ｡ つ い で D E A E Sepbade x A 50カ ラ ム に吸着さ せ , Tris - HClbuffer で洗
減後, 0.1M NaClを含むbuffer で溶出し, つ い で 0.2M に塩濃 度を上 げる こ と に より目的
とする酵素活性を有する蛋白を溶出した ｡ ゲ ン ブラ ン フィ ル タ
ー で脱塩濃縮 したもの を 剛 ､
た ｡ 以上 の 操作よ り得られた酵素標品は千葉大学薬学部薬物学教室佐藤哲男助教控 より供与
され たo 比活性は ･ミ ク ロ ゾ ー ム の 23倍で , こ れを10倍にbuffe rで希釈 して用い たo (0. 47 U
/m?)
実 験 結 果
I . 0- EthyI 0- p- nitrophe nyl phe nylpho spho n otio ate (E P N)による
Tripa mide水解反応の阻害
佐藤 ら36) の 報告 によれば, EP Nは Peptida se を全く阻害せず, Aceta nilida s eに 対して は,
1 ×10
-
4 M 以下で は阻害せ ず, Is ocabo x a zid a mida s e(ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ) に対 しては1
×10
- 4
M, 1 ×10
- 5 M でそれぞれ66.8, 250/b阻害する .
そ こ で in vitr o肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa mide の 代謝活性に及ぼすE P Nの影響を検
討した ｡
Fig.1
-15から明らかをように, 8-hydr o xy- tripa mide の 生成はほとん ど阻害さ れ か ､の に
対して , CSB Aの 生成は E P N濃度1 ×10
‾'
, 1 ×10
-
6
, 1 ×10
‾ S
, 1 ×10
‾ 4
M でそれぞれ
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Fi富 ･ i
- 1 S･ T he ～,alue s a r e e xpres s ed a sp?rcentage ofc o ntrola ctivityfr o mthree expe rim entsu sing r atliv e r
rnic roso lユーeS･ 8- hydr o xy- tripa mide fo rm ation (△ - △); ヰー Chlo ro -3- s ulpha m oylbe n z oic acid
(C SB A)fo r m atio rl(㊨ - ㊨).
29, 47, 53, 50% 阻害された ｡
2 . 精製アリ ー ル アミダ ー ゼ に よる Tripa mide の水僻
精製ア リ ー ル ア ミ ダ - ゼ (0.47U/mg) の pH8.O Tris I H Cl buffe r懸濁液0. 1, 0.2, 0.4,
0.6mPを用 い , 1 4c-Tripamide (0.32/∠ m ole s) を基質に して, 37℃ , 1 , 2, 24時間イ ン キ
ュ ベ - 卜 し た o (Fig. 1 - 16)
00
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コ
q]
>
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U
.
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1 2 2ん
In cubatio ntim e =1)
Fig. ト 16 ･ T he v alu es (a) dis ap pea ra n c e oftripa mi de a nd (b) appe a r a nce of C SB A, a r eExpre s s ed a s
percentage r elative toc ontrol v alu es after incubatio n without en zym e. T he parti ally pu ri 丘ed
arylam idase(4･7units/ml;Sat ohand Mor oi 1 9 7 2)obtairled fr om a r abbit mic r o s om alprepar ation s
w as su spe ndend in tris- H Cl buffe r(pH 8･0), 0･1 m l(○ - ○).0･2 ml(.x - ×),0･4 ml( △ - △)a lld
O･6 m l(ロ ー □)e n zym e pr epar atio n s wer eu s ed respe ctiv ely.
Fig.1 -16から明ら かをよう に, ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ に よ り Tripa mide は水解さ れ, C SB
A が生成した ｡ Tripa mide の 減少 に相当する C S B A が生 成し て い る こ とから, Tripamide
の 水解反応以外の 反応 は起きて い を い こ と が示され た｡
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Fig. 1
- 16 に 示 す が ご と く , 酵素 量 の 増加に応じて , C S B Aの 生成が増加した ｡ Tri･
pamide は pH8.0,0 .2M Trir
- HCl buffer の み でイ ン キ ュ ベ - ト した時は , 全く 変化 しをか
っ た ｡
以 上の 事から , Tripa mide の水解反応には肝ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ が関与し て い る もの と考
えられる ｡
血祭中に は種々 の エ ス テ ル化合物をはじめ, Pr o c ain a mide の ようを ア ミ ド結合の 水解酵
素が存在する こと が知ら れて い る｡
そ こ で Tripamide の 水解が血奨中で起 こる か否かを検言寸した｡ ウ サ ギお よび モ ル モ ッ ト か
ら得た血祭1 mP に
1 4c - Tripa mide (0. 32FL m Ole s) を加え , 37℃で1時間イ ン キ エ ペ - 卜 した
が, い ずれ の 血祭を招 い て も Tripa mide は水解されをか っ たo
ls o c a rbo x a zidも血奨で はほとん ど水解され か 1 こ とが報告され て い る ｡37∋
Tripa mide が肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 中の ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ で水解される こと を明 らか に したが,
代謝物8-hydr o xy - tripa rrlide お よび C SB Hも Tripa mide 同様 に肝 ミ ク ロ ゾ ー ム で水解され
る か否を検討 した｡ Tripamide の み が水解され , 8-hydr o xy -tripa mide お よび C SBH は水解
されをか っ た ｡
4 - 2 一 酸化炭素お よびチ トクロ ー ム P - 450 抗体による阻害
実 験 方 法
1 . - 酸化炭素阻害実験
反応酒癖を密栓 バイ ア ル ピ ン に 入れ , バ イ ア ル内を 一 酸化炭素/酸素 (80/20) の混合ガ
ス で置換 し, 実験 を行 っ た｡
2. チ トク 口 - ム P - 4 50 抗体 による阻害
wistar 系雄性ラ ッ ト(体重20ダ) から常法に従 っ て ミ ク ロ ゾ ー ム 分画を調整 した｡
Incubatio n miⅩtu r eは G -6 - p 20p m ol(0.1mP), N A D P 0.8p m ol(0. 1mP)G
-6 - P dehy-
dr ogenase 5 u nits(0.1mP) 0.05pho sphate buffe r(pH7.4)O12mB
1 4c - Tripa 7Tlide O･23 6
p m ol(0.2mP) micr o s o m epr epa r atio n0.05mP(0･35mダ Pr Otein , P
-450c o nt- nts ; 0･51n
m ol/mP) である ｡ あら か じめ調整した38 州 チ ト ク ロ ー ム P-450 およびP- 448抗体 (千葉大
･ 薬 ･ 北 田光 一 助手 より供与) を所定の濃度添加後10分間pr e-in c ubate す る｡ その 後, NA
D P H生成系を加 えて , 37
o
, 30分間in ctlbate し た ｡ エ ー テ ル 20mPを加 え て 反応を停 止し,
エ ー テ ル 層を減圧下濃縮乾回し, H P L Cによ り分析した ｡
実 験 結 果
(1) - 酔化炭素による Tripa mide の水酸化反応の阻害
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa mide の 水酸化反応に及ぼす 一 酸化炭素の 影響を Table l
- 3に 示 したら
Table l - 3 か ら明 らかをように , Anilin e水酸化活性が55% 阻害される条件下で, 3- hydr o xy
- tripa mid占の 生成が450/a, 8
-hydr o xy
- tripa mide の 生成が900/o阻害されるの に対し て, C S B
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Aの 生成は ほとん ど阻害さ れをか っ た｡
Tripa rrlide の 水酸化反応が 一 酸化炭素で阻害さ れる こと から, こ の 反応は肝 ミ ク ロ ゾ ー
ム に局在する チ ト ク ロ ー ム P- 450 が関与して い る こ と が推察され た｡
Tab le巧 -3Effect ofcarboll m o n o xide on thehydr o xylatio n oftripami de o r a nilin ebyr atliv e r mic r o s o m al
prepa r atio n.
M etabolite fo rm ed(n m ol/gliv eをper 3 0m in)
M etabolit e
N
2/02 CO/02 Inhibition
(8 0:2 0) (8 0:2 0) (㌔)
♪-A min opben o1
31 Hydr o xy- tr lPamide
8- Hydr o xy- tr lpalT lide I
ヰー Chlo ro -3- sulpha m o),1beI TZOic acid(C SB A)
139 9 636 5 5
45･9 2 5･4 45
39･3 4･0 90
54･6 47･7 1 3
The m e a n I- alし1eSOrtl- F e expe rim ents a re e xpres s ed asn m ol pe r gliverper3 0min .
(2) チトクロ ー ム P - 45 0抗体に よる Tripamide の水酸化反応の阻害
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa rrlide の 水酸化反応 に及ぼすチ ト ク ロ ー ム P-450 お よび
P-448抗体の 影響を Fig. 卜 17 に示した ｡
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'
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Fig.1
-17 から明らかをように , 8 -bydr o xylatio n は チ ト ク ロ ー ム P- 450 および P-448
い ずれ の抗体 によ っ て も阻害される の に対 して, 3- hydr o xylatio nは ほ と ん ど阻害 されを
か っ た｡ こ の こ と から Tripa mide の 8-hydr o xylatio nは チト ク ロ ー ム P 1450 が関与して い
る こ とが明らかであり , 3- bydr o xylatio nは C O で阻害される ことからチト ク ロ ー ム P
-
4 50
が関与し て い る こ と が示唆さ れた が, 用 い た チ ト ク ロ ー ム P-450抗体に より阻害 されを い
こ と から, Tripa mide の 3- hydroxylatio nは 8-hydroxylatio n と は別個の P
-450種 が関与
して い る こ と が推察さ れた ｡
4 - 3 フェ ノ バ ル ビタ ー ル およびメ チル コ ラ ンス レン 投与 に よる影響
p B および M Cを前処理 した場合 に は , 基質特異性の 異をる P-450 が誘導される こと が知
られて い る｡ 前者は P-450, 後者は P- 448 と呼ばれてい る ｡
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そ こ で Tripamide 水酸化反応 には P-450種 の うち, どちら の PA50が関与 し て い る かを
明 らか に する ため に , P B お よび M Cをラ ッ ト に前処理 した肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て , Tri･
pa mide の 代謝活性を検討 した｡
実 験 方 法
1 . P he n obarbita[(P B)および 3- M ethylchoLa nthr e ne (MC) 処理
wista r系雄性 ラ ッ ト (体重136-1 49g) にP BI Na 塩 (80丁呼/kグ) の 生理食塩水溶液ある い
は M C(40mダ/kグ) の Co r n oil洛液を毎日 1回, 3 日間 , 腹腔内投与し, 最終投与24時間後
に溶血し て殺した ｡
実 験 結 果
p -450量は PB 投与で2.3倍, M C投与で1.7倍 に増加したo bs 量 は P B投与 では変化をか
っ た が M C投与で約200/o増加した｡ A mirlOpyrin e N - 脱 メ チ ル化活性 は PB投与で2.8倍 に上
昇した が MC 授与で は変わらをか っ た｡
Tripamide は, P
- 450 と結合すると Type l の基質差ス ペ ク ト ルを示 すo
Tripa mide の P ぺ50結合量は , P B投与で1. 5倍に増加したが M C投与 で は変 わ らを か っ
た｡
以上 の ごとく , 本実験 に お い て P B および MC投与 に よる典型的を誘導現象が観察された o
そ こ で こ の条件下で Tripa mide の代謝 に つ い て検討 した｡ (Fig.1 -18)
3-hydr o xy
- tripamide の生成は P B投与で約300/o減少し, M C投与で約50
0/o増加 した｡ 8 -
hydr o xy
- tripa mide の 生成は, P B投与で変わらず, M C投与で約40
0/o増加し たo C S B Mの
生成は , P B および M C投与で い ずれも対照群と変わらをか っ た ｡ C S B Aの 生成は P B投与
で約500/o増加傾向を示 した が, M C投与では変わらをか っ たo
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以上の ごとく Tripa mide の 水酸化晴性は MC授与で誘導さ れる ことか ら, 水酸化反応 に は
P- 450種と して P- 448 が関与 して い るも の と推察される ｡ 肝 ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ は P B投与
で誘導され る こ と から, 31 ' Tripa mide の 水解もP B投与で誘導さ れ たもの と考えられる｡
4 - 4 加水分解と水酸化反応の代謝種差
Tripa mide は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に 局在する ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ に よ っ て 加水分解さ れる 一 方,
チ ト ク ロ - ムP -450に よ っ て水酸化される ｡ 両酵素に つ い て は種差が認め られ る｡ 41･ 42'
そ こ で , in vitr o に お い て , マ ウ ス , ラ ッ ト, モ ル モ ッ 卜, ウサ ギ , イ ヌ お よびヒト の 肝
ミクロ ゾ - ム を用 い , Tripa mide の 加水分解活性と水酸化活性 に つ い て検討した ｡
実 験 方 法
I . 使用動物
マ ウ ス はddY系8週令 (体重31 - 33ダ), ラ ッ ト は Wista r系10週令(体重250 - 270グ) モ
ル モ ッ ト Ha rtley系12週令(体重430- 450ダ) ウサギ白色在来種 (体重2.7kダ)および稚犬(体
重10 kダ) で各種とも雄性動物を用 い た o ヒ ト肝 は慶応大 ･ 医 ･ 薬理学教室鎌滑哲也助教授よ
り供与さ れた｡
2 . 肝ミクロ ゾ ー ム分画の調製
肝 を1.150/o K Cl で濯読後, 0. 05 M りん酸緩衝頼 -1.150/o K Cl(0.1m M E D TA含有)pH 7.4
に て250/oホ モ ジネ - トを つ くり9000ダ , 20分間, 遠心分離 した ｡ そ の 上滞をさらに105000ダ,
60分間超遠心分離 し, そ の ペ レ ッ トをミ ク ロ ゾ ー ム 分画と1した . をお ヒ ト に お い ては原発性
肝癌 および涙腺癌の 肝転移の 手術時に摘出した肝の 正常組織部位, お よび脳動脈癖死後1時
間30分後に摘出した肝 を直ちに - 80
o
に 保存 したもの を用 い た ｡ 使用時に1.150/o KCl で200/a
ホ モ ジネ - トを つ く り, 同様 に して ミ ク ロ ゾ - ム 分画を調製 した .
3. Tripa mide の代謝活性の測定
基質と して , 1 4c - Tripa mide(比放射能18.67pCi/m?) を用 い たL｡ ミ ク ロ ゾ ー ム 分画をpH
7.4 0.05 M りん酸媛衝液 -1.150/o K Cl(0.1m M E D T A含量) に 懸濁 し, 酵素標品とした ｡
反応溶液の 組成は MgC12 50pm ole s(0.1mA), NA D P O.8FLrn Ole s(0. 1mB)G-6- P 20pm oles
(0.17nB), G-6 - P dehydr oge n a s e5 u nits (0.1m9),
1 4c - Tripa mide (0. 376p m ole s) 0. 2mB,
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液 (3 - 7mダpr otein/mB) 1 mA で, , 全量を1.6仇A と した｡ 37
o
, 30分間イ
ンキ ュ ベ ー 卜 し た反応液 に エ ー テ ル20mBを加え , 20分間振達した後, 2500r . p. m . で 5分間
遠心分離する｡ 未変化体 および水酸化代謝物の抽出を充分に行うため 2回抽出操作を繰り返
した o さ ら に加水分解産物C SB Aを抽出するため 2M 酢酸 一 塩酸緩衝液1m9を加えて , pH
2.0に調整し, エ ー テ ル20mP で 2回抽出した o エ ー テ ル を濃縮乾回して 得た残漆 にメ タ - ル
ヽ
0.5仇Pを加え て溶解後ジア ゾ メ タ ン を加え , 2時間放置し , C S B Aをその メチ ル エ ス テ ル と
して定量 に供 した ｡
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4. 代謝物の定量
未変化体 , 水酸化代謝物 (3- hydr o xy -tripa mide お よび8-hydr o xy- tripamide) およびC S
BA メ チ ル エ ス テ ル は T L C で展開後オ ー ト ラ ジオグ ラ ム を作成し, a uthe ntic 化合物に相当
する代謝物の Rf値部分をかきとり, 放射能を測定した ｡
Anilin e の 水酸化括性 , AmirlOPyrin e お よびBe n zpheta mine の N
- 脱 メ チ ル 化活性 , チ トクロ
ー ム P - 450量 の測定は常法通りである ｡
5. 】n c ubatio n mixtu reの組成
ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 0.5mダ
buffer 50mM
E D T A 0.1m M
substr ate 50pA
Anilin e 5m M
Be n zpbeta mine lm M
Amin op yrin e 5m M
MgC l2 10m M
N A D P 0.5m M
G - 6 - P 5m M
G - 6 - P deもydr oge n a s e0. 5u nit
Total 0.らmp
著者の 用い た ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ - ム は Anilin e水酸化活性, Be n zphetamin e N
- 脱 メ チ ル 化
活性, Amin opyrine N-脱メ チ ル 化活性を示した ｡ すをわち Anilin e水酸化活性値 (o･56n
m ole s/mダ/min) は Sultato s a nd Ve s ell
43' の 報告して い る値 (0･31- 0･36n m ole s/mg/min)
に良く近似して お り, Amin opyrin e N - 脱 メ チ ル化活性値(2.88n m ole s/呼/min)は Bohr ら
44'
の 結果 (2.59±0.28n m ole s/m?/min) と良く
一 致 して い た｡ ま たチ ト ク ロ ー ム P - 450量 に つ
い てもSultat. sらの 結果 (0. 25- 0.55n m ole s/mg)およびBohr ら の それ(0･39 ±0･14n m ole s
/mグ) と良く 一 致 し て い た ｡
実 験 結 果
各種動物の肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa mide の 加水分解晴性と水酸化活性を Table 卜4
に示した ｡
Tab le 1- 4 . Spe cie s di f fe r e n c e o ntbe 九ydr oxylation
o r bydr olysis of tTipa mide
Anim als ニ;t
ip
ab:三;ed;i:p
yd:;;;
‾
t
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;:
d
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d三
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I)og
Guin e apュg
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Hu m a n
2
2
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4
0 . 2
3 . 7
9. 0
3 . 9
8 . 6
7 . 0
(n n ot/ng/3 0 min)
7 . 4 9 1 .4 4
1 0.5 7 3 .9 5
2
.
0 2 0 .24
1 6. 00 2 .43
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肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa mide の加水分解活性は動物種 に より異をり , ラ ッ ト が最も
高く以下 , ウ サギ , モ ル モ ッ ト, マ ウ ス の 順で , ヒ ト およびイヌ が最も低か っ た ｡
ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa mide の加水分解活性をラ ッ ト の それと比較すると , ヒ
トは ラ ッ ト に 比 べ て約1/20 と低値を示 した｡ 肝ホ モ ジネ - ト に おけるIs o c a rbo x a zideの加水
分解活性 は ヒ トは ラ ッ ト に比 べ て 約%であ り, Tripa mide 分解晴性 の場合には と 卜およ び ラ
ッ ト間の 差異が著 し い こ と が言忍められ た｡
一 方水酸化徳性は , ラ ッ ト > モ ル モ ッ ト > ウ サ ギ の 順で , つ い で マ ウえで , ヒ ト およびイ
ヌ は最も低か? た ｡
ヒ ト と ラ ッ ト に つ い て , 水酸化活性と加水分解晴性を比較すると , ヒ ト の 水酸化活性は加
水分解活性に比 べ て 6.3倍高 い ｡ 一 方 ラ ッ トの 場合は水酸化活性/ 加水分解活性の値は 2.5
で ある こと から , ヒ
■
ト は ラ ッ ト に 比 べ て , 加水分解反応よりも水酸化反応の 方が優先的に起
る こ とが推察された ｡
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第5尊 者 察
ラ ッ ト の 尿中から Ambe rlite X AD -4 カ ラ ム ク ロ マ ト お よび シリ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トを
組合せ , 効率良く代謝物の単離 ･ 精製を行うこと ができた ｡
4種 の 標識化合物を合成し , 互 い に組合せ る こと に よ っ て , 代謝物の構造決定に大きく寄
与した ｡ すをわ ち 41C hlo r o-3 - sulfa m oylbe n z oyl m oiety を有する 代謝物は マ ス ス ペ グ ト測
定から構造を推定し, 別途合成した標品との 同位体希釈分析 に より同定 した｡ 水酸化代謝物
に つ い て は マ ス ス ペ ク'ト ル測定より , Tricyclode c a n e ring に酸素 が導入 さ れた ことを確か
め , 水酸基 の位置に つ い て は最も水酸化を受けやす い 位置を重水素および三重水素で標識し,
それらの 化合物を用 い て , 水酸化代謝物の 3H/1 4c の値 , 肝 ミ クロ ゾ ー ム に お け る代謝拘の 生
成速度 に及ぼす同位体効果から決定した ｡ こ の方法 は Aliphatic 炭素を持 つ 立体的を化合物
の 代謝物の構造決定に有用を方法と考えられる｡
水酸化代謝物の うち m ain である 8- bydr o xy -tripa mide の 水酸基の 配置を決定す るため ,
e ndo お よび e x o配置 の 8 -hydr o xy - tripa mide を立体選択的に合成する方法を確立した ｡ こ れ
に よ っ て, 代謝物が e x o配置である こ とを決定しキ｡ ま た 8,9
-
e x o- cis
- D2 -Isoindolin e- Tri-
pa mide を合成し , そ れを用 い て肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける 8- hydr o xy - Tripa mide の 生成速度
に 同位体効果が認めら れる こと から, 立体障害の 少を い e x o配置から立体特異的 に水酸化が
起る こと を証明した o Bicyclic を ノ ル ポ ルネ ン の 水酸化は e x o/e rldo(3. 4/1)と報告さ れ て い
る27) の で, Tricyclic を Tripa mide の 水酸化は より選択性が高かめ られ, 立体特異的水酸化
が起るもの と推察され る｡ さら に Tripa mide の 水酸化は水素の 引きぬきが律速とを っ て い る
こ とが示 され, 良く知られて い る A liphatic 炭素 へ の 水酸化45･> と 同様 ,
＋
s メ カ ニ ズ ム に より
水酸化さ れるもの と推察 される ｡
同定 した代謝物の うち4 - chlo r o-3 - s ulfa m oylbe n z oyl m oietyを有する代謝物 C S B A, C
S B M および C S B H は Tripa mide と同等の利尿活性を有する ことが報告されて い る o45･46･47)
Tripa mide の 水酸化に は肝 ミ ク ロ ゾ - ム 中 の チ ト ク ロ ー ム p -450 が関与して い る こ と を明
ら かにした が, 3 - bydr o xylatio nと 8
-bydr o xylatio nと は異 っ た P -450種 の関与 が示唆された ｡
こ の よう に水酸化の 位置 によりP - 450種 が異をると い う報告は , He x◆a n eの 1 , 2, お よび3
位水酸化4B) , Biphe nylの 2 , 3 , お よび4位水酸化49,' W a rfa rin の 4 , 6, 7 , お よび8位
水酸化 5e)等 にも認められる ｡
Tripa mide の 3-bydr o xylatio nは窒素に隣接した炭素 へ の 水酸化をの で , 8- bydr o xylatio n
の ようを C - C の水酸化とは水酸化メ カ ニ ズム が異をる の かも知れを い ｡ こ の こ とは 3- hydr o-
Ⅹylatiop と 8
-hydr o xylatio n の 同位体効果が , 前者が1･6倍 に対して , 後者 が2 倍と わずかで
はある が, 3- hydr o xylation に同位体効果が小さ い こ とから支持さ れる. すをわち, 3-hydr o-
Ⅹylation が水素の 引きぬ きが律速とをる割合が少を い , つ ま り, N - o Xide か ら 酸素の転移も
水酸化の メ カ ニ ズ ム に寄与して い る の かも知 れをい ｡
一 方, ア ミ ド結合の 水解反応は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム で行われ, P B 投与で誘導さ れ , ま た E P N
で阻害 された o さら に ウサギ肝 ミ ク ロ ゾ ー ム か ら精製した肝 ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ に よ っ て
Tripa mide は水解される こ とから, 水解反応 には肝 ア リ
ー ル ア ミ ダ ー ゼ が関与 して い る こと
を示 し た｡ in vitr o肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お い て は 8-bydr o xy- tripa mide お よびC S B H からは
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c s B A がほとんど生成されをか っ た こ と か らqS B Aの 生成は , Tripa mide から直接の 水解
反応 に よ っ て 生成するもの と考えられる ｡
以上をまと め, Tripa mi de の 代謝物の 代謝経路に つ い て F ig.1 - 19 に示 した ｡
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Fig.1ナ19po s tulated rn etabolic pa thw ays oftripa mide ･
The e n ヱyrn eS pa rticipatingin the m e t abolis m oft ripa rnide a reirldic ated a sfQuO W S;く也ⅢⅢH
a ryla mida s e, rr m n o- xyge n a s e･Co mpo u ndsin pa r en the se sindic a tepr e su m ed m e tabolit e s.
代謝物C S B H は, 3- hydr o xy -tripa mide か ら図0?カ ツ コ 内 に 示す推定代謝物を経 由し
て生成するもの と考えられる｡ また, Tripa mide から C S B Aが生成する際, 同時 に4- Ami･
n o
- 4 - a. z a- endo - tricyclo〔5. 2. 1.0
2･ 6トde c a ne(A T D) が生成すると思 われる○
ヒ ト はイ ヌ と同様に他の 動物 に比 べ て代謝が遅 い こ とが示唆され た｡ また ラ ッ ト に比 べ て
ヒ トは加水分解反応よ りむしろ水酸化反応 が優先する こと が示唆さ れ, Tripa mide の 代謝経
路に種差 がある こと が示 された ｡
-
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第2編 74C - アripa mide の倦内動態
ク ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基を官能基に もつ 降庄利尿剤は数多く開発され て お り, こ れ らの 体
内動態 に お い て も多くの 報告がをさ れ て い る. し かしそ の ほとん どはサイア ザイ ド骨核を有し,
本骨核の 生体内での 安定性は極めて 高く, 多く は未変化体として尿中に排渦され る｡ 9, ” , 15
L
'
一
方 サ イ ア ザイ ド骨核 を持 たを い化合物の 代如汗究はほと ん ど 如 ゝo22)そ こ で Tripa mide の 生体
内動態を明 らか にする目的でラ ッ トおよ び家兎に
1 4C - Tripa mide を投与し , 吸収 , 分布 , 代謝
および排滑 に つ い て検討 した｡
ま た Tripa mide は動物 に お い て す みや か に C S BA と A T Dに加水分解される の で , Chlo -
r o s ulfam oylbe n z oylの Ca rbo nylに標識した1 4C - Ca rbo nyト Tripa mide と Tricyclode c a n ring の
3 お よび5位の 炭素を標識した 1 4c -Is oindoline - Tripa mide の 2種 の 標識化合物を用 い て , ラ
ッ ト に おける吸 収, 分布 および排滑 に つ い て比較検討 した｡
第1章 ラ ッ
分布,
卜および家兎にお ける -4C - c a rbo nyトTripa mide の吸収,
代謝および排雅
実 験 方 法
I. 動 物
Wistar 系碓性 ラ ッ ト (体重200- 250ダ) を伺い た Q
家兎 (班, ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドホ ワイ ト, 体重 2.6 - 3. 1k?)
3. 投与検体の調製および投与量
1 4c - Tripa mide は ごく少量の 濃塩酸に とかし , 最終塩酸濃度が1.250/o にをる よう蒸留水で
希釈 し, 1 4C - Tripa mide の 経口投与の検体とした (
1 4c - Tripamide 1,岬/mD)o 静脈内授与の
ため の 検体は , さ らに 水酸化ナ トリ ウ ム の 結晶を抑え, 約 pHIOに調整 した検体を用 い た ｡
投与量は5mグ/kダと し て , ラ ッ トは17時間絶食後経 口 ゾ ン デ に お い て軽 口 投与を行を っ た o
家兎の 場合は カ テ ー テ ル に て胃内 へ 投与したo
静脈内投与は , ラ ッ トは大腿静脈に , 家兎は耳静脈に行 っ た ｡
4. 血液, 尿および糞の採取
1 4c - Tripa mide を授与後, 所定時間ごと にラ ッ ト尾静脈よ り0.05mPの血摘を採取 した o 家
兎は耳静脈よ り0. 1mB採血 した｡
ラ ッ ト および家兎は個別に代謝ケ ー ジ内で飼育し , 投与後所定時間ごと に 尿および糞を別
々 に採取 した o 静脈内投与家兎に つ い て は所定時間ごと に勝既に カ テ ー テ ル を挿入 し て採尿
した ｡
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4 . 臓器の採取
1 4c - Tripa mide 投与後, 所定時間 ごと に ラ ソ ト お よび家兎を溶血して 殺し, 主要臓器を摘
出し, 生理食塩水で 良く洗浄した ｡
5. 胆汁の採取
ラ ッ トを エ ー テ ル 麻酔下で背面固定後 , 開腹 し, ポ 1)エ チ レ ン チ ュ - フ
ヾ
(Cr ay Ada m s, P
E 50) を総胆管 に挿入後, 腹部を縫合し た｡
覚醒後 1 4c - Tripa mide を投与し , ボ ー ル マ ン ケ ー ジ に移し , 所定時間ごと に48時間まで採
取した ｡
6. 全身オ ー トラジオグラフ イ ー
ラ ッ ト に
1 4c - Tripa mide を経口投与し , 投与2時間, 8時間, 72時間後に エ
- テ ル 麻酔 に
より殺 し, ド ライ アイ ス ー ア セ ト ン 中で急速凍結
.
し た後, ミ ク ロ ト ー ム で厚 さ20ミ ク ロ ン の
全身切 片をサ ロ テ ー プ (久光製薬) 上に切 り出した ｡ 正中線お よび左腎断面の切 片をⅩ線フ
イル ム (サ ク ラ , 工 業用, タイ プN) に密着さ せ , カ セ ッ ト内で 9 日間露出しオ ー ト ラ ジオ
グ ラ ムを作成 した｡
オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム上 の 各臓器の 同定は , 対応する組織切片との 比較 に より行を っ たo
8. 代謝物の定量
(1) ラッ ト血中代謝物の抽出
ラ ッ ト1匹あたり0.2mPを所定時間ごと に採血 し, 3匹から得られた血液に 蒸留水40mPを
加え て溶血 し, 10,000r . p. m . で10分遠沈後 , 上澄をア ン バ ー ラ イト Ⅹ A D-4の カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か けた ｡ 水 , 次 い で40%メ タ ノ ー ル , 最後に メ タ ノ ー ル で溶出さ せ ,
各分画中の 代謝拘の 定量を行を っ た｡
(2) 肝臓, 腎臓からの抽出
肝臓, 腎臓を水で ホ モ ジナイズ し て , 凍結乾燥後, メ タ ノ - ル で80℃, 4時間, 還流抽
出した. メ タ ノ ー ル 抽出頼をさらに Sephade x L H 2dカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に か け,
脂質成分を除 い た後, 代謝物の 定量を行を っ た ｡
(3) 胆汁, 尿中からの抽出
24時間胆汁 および尿はその ま ま Ambe rlite X A D-4 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を行 か 1,
水, 40%メ タ ノ ー ル , メ タ ノ ー ル で溶出さ せ , 分分画中の代謝物 を定量 したo
(4) 糞中からの 抽出
糞の 乾燥粉末約0.1ダ をメ タ,
/ - ル で80℃ , 4時間還流抽出し た｡
(5) 薄層クロ マ トグラフ イ (T L C)
市販の 薄層板 (Kie s elge160F25 4, Me r ck) を用 い , 以下 に示す展開溶媒を用 い たo
ベ ン ゼ ン/ ア セ ト ン (1/1)
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280/oア ン モ ニ ア 水/ 水/n - ブ タ ノ ー ル (1/9/50)
展開後の 検出は U V 吸収 , 放射能の検出は Ⅹ線 フ イ.)
レ ムを用 い たオ ー ト ラ ジオグ ラ ム に
より行を っ た ｡
代謝物の 定量は T L C で分離した代謝物の 各ス ポ ッ トを か きとり ジオ キサ ン 系 シ ン テ レ
一 夕 5mD また は10mPを加え て 放射能を測定する こ と に より行を っ た ｡
9. 放射能の測定
織織中の 放射能の 測定の ため の試料の 調製は(1)燃焼法ま たは(2可溶化法に より行f;i:つ たo
(1) 燃焼法
血清は 一 定量を嘘紙 に塗布後, 風乾 し, 糞 は減圧乾燥後, 乾燥粉末と して約 5 - 407ngを
正確 に秤量後 , セ ロ テ ー プ で波紋 に封入 したo 臓器は湿重量約50- 200mダを正確 に秤量後 ,
減圧下草乞燥した ｡ こ れらの 乾燥試料を自動燃焼装置 (Model A s °-11, Aloka) で燃焼し ,
液体 シ ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Model L S C- 652, Aloka)で放射能を測定した ｡
(2) 可溶化法
血液は0.05mj?ある い は0.02mPを Solu e n e-350(Pa cka rd) / イソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル (1
/4)0.75mPで可溶化し, 過酸化水素水0.25m9を加えて20分間放置後, 濃塩酸 をO1 m 朗口
えて , ジオキサ ン 系 シ ン チ レ 一 夕 - 5mPを添加 した｡
臓器は湿重量約50- 100mダを正確 に採取して , Solu e n e-350 0.5mPに添加し ,50℃で約 2
時間イ ン キ ュ ベ - 卜 し, 可溶化後, 過酸化水素水を数滴加えて脱色し, 濃塩酸0･7mDを加
え , ジ オキサ ン系シ ン テ レ 一 夕 - 5mDを添加 した｡
尿および胆汁は 一 定量をジオキサ ン系シ ン テ レ 一 夕 - を加え , 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー で測定した ｡
実 験 結 果
卜 1 血中濃度
･ 4C - Tripamide(5 mg/kg) ラ ッ トおよび家兎に経口お よび静脈内投与し た 際
の 血 中放射
能濃度を Fig. 2 -1 お よび2-2に示 した o
1 4c - Tripa mide (5 卿/kg) をラ ッ ト に経口授与し た際の 血中放射能濃度の ピ
ー ク は投与後
1時間で , Tripa mide 換算4.96pダ/mA で あり, 血中から の消失は 二相性 (半減期 は2･6時間,
12.8時間) を示 した ｡ 家兎 に
1 4c - Tripa mide(5mダ/kダ) を経口投与した場合 に は , 授与後1
時間で ピ ー ク に達 し, そ の濃度は Tripa mide 換算 で2. 88Flダ/mA であり , 血中消失半減期は44
分, 5.31時間と ラ ッ トに比 べ て血中から の消失が速か っ た ｡
･4c - Tripa mide を静脈内投与した場合の血中消失半減期は , ラ ッ ト(0･6mダ/kg)では0･03,
2. 63時間である の に対し て , 家兎(0.3叩/kダ)で はO. 06, 1･51時間, ラ ッ ト に比
べ て家兎の 方
が速か っ た .(Fig2- 2) 両動物における血中主代謝物はC SB A である の で
14c - C S B Aを静脈
内投与 した際の血中消失半減期 を検討すると , ラ ッ ト(0･52m?/kダ)では65分, 家兎 (0･24mg/
kダ)で は二相性を示しそれぞれ1.7分と49分であり, 家兎 の 方が短 か っ た , ま た 8時間までに尿
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中 へ 回収される放射能 はラ ッ ト約20%, 家兎約100%であり, 家兎は ラ ッ ト の 約5倍尿中に
排准さ れた ｡
以上 の こと から 1 4c - Tripa mide 投与後の 血中放射能濃度
一
の 消共 に おける伺 動物種間での差
異は , 主代謝物C S BA の生成速度 , C SB A の排秒速度お よび排准経路
の 差異 に よ るもの
と推察さ れる｡
1 4C-Tripa mi de (4.5mg/kダ) をラ ッ ト に 7 日間連続経口投与した際の 血中放射能濃度の推
移をFig.2 -3 に示 した ｡
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1 4
c-Tripa mide を ラ ッ ト に連続経 口投与した際の 最高血中放射能濃度は連続授与2 日後で
ほぼプ ラ ト ー に達 し , Tripa mide 換算約3p ダ/2aPであ っ た ｡ 血中放射能濃度の消失は投与回
数に 関係をく 一 定 で, 最終投与後の血 中消失半減期は 一 回投与の 場合とほと ん ど 一 致 し て い
た｡
卜 2 組織内分布
1. 組織内分布
ラ ッ ト に
14c - Tripa mide(5m?/kg) を経口投与し た際の放射能の臓器内分布をTable2 -1
に示 した｡
1 4c-Tripa mide(5mダ/kダ) を経口投与した後の 放射能の臓器内分布は, 肝臓が最も高く ,
Table2TITis s u edistributio n ofr adio a ctivityin r ats afte r o ra一 administration of1 4Ctripa mide
(5 mg/kg)
Tis s u e s
Tim e(hr)after administr atio n
甲 i i 岩言 i 岩 :
2 8 9 6 7 d叩S
(pgtripa mide equv./g or m))
Br ain
Te stis
Ner v e
Fat
Mu s c一e
Pa†1 Cr e a S
He art
Sp一e e n
A dr e n aI
B一ood
Lu n9
Kidn ey
Liv er
Inte stin e
S【o ma ch
0.1 0土0.0 2
0.3 4土0.04
0.18土0.0 2
0.2 7土0.04
0.51土0.0 6
0.7 3土0.0 8
1 .0 7士0.1 0
1 .3 4土0.0 4
1 -4 3土0.20
4.1 1土0.19
1 .2 5土0.0 9
8.30土0.1 9
l l.41土0,8 5
3.4 5士0.9 4
2.8 2土0.2 6
0.0 7土0.0 2
0.1 4土0.01
0
.0 7土0.01
0.0 7土0.00
0.1 7土0.0 1
0.71土0.0 6
0 .41土0.0 2
0.6 3土0.04
0.31土0.0 6
2.94土0.40
1 .09土0
.
1 3
2.80土0.0 7
3.5 9士0.33
4.2 3土1 .9 6
0.8 5土0.0 2
0 0
0.01土0.0 0
0.0 2土0.0 0
0.01a:0.0 0
0.01土0.00
0.0 2土0,0 0
0.0 6土0.01
0.01士0.0 0
0.1 4土0.0 1
0.0 3土0,0 0
0.1 8土0.0 6
0.1 0土0.0 2
0.1 0土0.0 0
0.0 3土0.0 1
0
0
0
0
0
0
0.0 2土0.0 0
0
0
0.01土0,01
0
.0 4土0.02
0.0 5主0.01
0
0
Va一u e s repr e s e nt the m e a n s土S.E. ofthre e a nim als.
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Table2-2Tis s u edistributio n of radio a ctiv 1
'
ty in r ab bits afte r o r al administr atio n of 【14C】
tripa mide(5 mg/kg)
Tis s u es
Tim e(hr)after admirlistr atio n
Brain 0.1 3土0
.0 2
Te stis 0.3 2土0.1 0
Ne rve 0.1 3土0.0 6
Fat
M u s cle
T hym u s
Pa ncr eas
He art
Sple e n
A dr ena‡
B (o od
Lung
Kidney
Liver
Bire ･ cyst
Bile
Inte stin e
Sto m a ch
0
.2 5土0.0 7
0,2 2土0.0 5
0.4 5土0.1 5
0.8 5士0.32
0.9 5土0.28
0.70土0.25
1.07土0.4 2
2.8 8土0.3 6
1 .4 8土0.5 7
2 0.8 7土8.01
4.84土1.54
7.36土0.64
0.0 6土0.01
I
3.56土0.7 9
2 3.50土3.6 7
7 d∂vs
(/唱 tripa mide equiv./g o r叩り
0.1 0i=0.01
0.3 2土0.0 5
0.4 3土0.0 2
0.2 5土0.01
0
.2 7土0.04
0.3 6土0.0 7
0.5 0土0.0 4
0.81士0.0 6
0.4 8土0,0 6
0.6 4土0.1 6
1 .31土0.21
1 .1 2土0.1 7
1 0.1 3土2.4 6
5.1 9土0.1 7
7
.65土1 .3 2
1
.31土0.21
●
5.3 3土0.7 5
5.1 7:と2.1 8
0.0 3土0.01
0.02土0.0 0
0
0.1 Oよo.0 2
0
0.0 1土0.0 0
0.03土0.01
0.0 4土0.01
0.01土0.01
0.01土0.00
0
0.01土0.01
0.1 1土0.0 1
0.0 3土0.01
0.0 3土0.0 2
0
0.1 2土0.0 2
0.0 2士0
.01
o
Repres e nts% of do se. Values repr es e nt the m ean s土S.E. ofthr e e a nima一s.
次 い で腎臓で , 他 の 臓器は血中濃度より低く , 脳 , 精巣, 神経 , 脂肪, 筋肉 へ はほと んど移
行しをか っ た｡ 肝臓 , 腎臓 に お い ても, 血中からの経時的を消失と ともに臓器中からも消失
した｡ 投与7 日彼の 体内 へ の 放射能の 残留は投与量の0.050/oで ほと ん ど認め られを か っ た ｡
ウ サギに 1 4c - Tripamide(5m?/k?)を経口投与しキ際の 放射能の 臓器内分布(Table2-2)は,
腎臓が最も高く, 次 い で肝臓で他は いずれの 臓器も血中濃度に比 べ て低く, 脳 , 神経 , 脂肪,
筋肉 へ の 移行は少をか っ た去 肝臓, 腎臓 へ の 移行の差異を除 い ては , ラ ッ トと同様を分布傾
向を示 して い た｡ 肝臓, 腎臓 へ の 分布の 差異は , 両動物問の 排滑経路の 違 い に よるもの と推
察さ れる ｡ 投与7 日後の体内放射能の残留は投与量の 0.3%であり , ほ と ん どの 臓器中から
消失して い た ｡
2 . ラ ッ ト全身オ - ト ラジオクラ フ ィ ー
14
c - Tripa mide(5れグ/kダ)経口投与2時間後の オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム(Fig.2 -4)から, 放射
能の 分布は , 肝臓, 腎臓, に最も高く , 肺, 心臓 , 副腎, 牌膿, 額下線, ハ - ダ ー 氏腺 に-も
認められたが , 脳, 精巣, 脂肪 に はほとん ど認められをか っ た ｡
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Fig . 2
- 4 ･ Auto r ad iogr a m s sho wing the d istributio n
of r ad io a ctivity in r a.t 2 ho u r s afte r
o r al administr atio n of 1 4c- Tripa nide(S m g/kg)
3. 連続投与時の臓器内分布
1 4C - Tripa mide(4. 5mダ/kg) を7 日間連続経口投与した後の臓器中の 放射能の 蓄積(Table
2 - 3) は , 最終投与10時間後に お い て , 腎臓 ヘ の 移行が肝臓 に比 べ て高くを っ て い る こ と の
他は , 一 回投与時と差異はをか っ た ｡ 最終授与7 日後の放射能の 残留は , 投与量の0･ 16
0/oで
臓器 ヘ の蓄積は認められをか っ た ｡
T A B L E2_ 3 Tis s u edistri butio n of rad io a ctivity iq rats al
ter 7 -day
r epe ated administr atio n Qf 【
14
c]tripa mi de(4 ･5 mg/kg)
Tis s tl e S Tin e(hr) afte r administr atio n
1 0 2 4 9 6 7 days
Br ain
Te stis
Ne r ve
F a t
Mu s cle
Pa∫l C r e a S
He a rt
Sple e n
Adr e n al
Blo od
Lu ng
X idn ey
I.ive r
In te st in e
Sto ma ch
( pg
0. 0 3＋0 . O1
0 .0 5＋0 .0 1
0. 1 2＋0 .0 1
0 .1 2＋0 .0 7
0. 0 6＋0 .0 1
0 .1 2＋0 .0 2
0 .1 8＋0 .0 4
0 . 42十0 .0 9
0 .1 9＋0 .0 5
1 .1 5＋0 .1 7
0 .29＋0 .0 6
i .8 5＋0 .4 5
1 .1 5＋0 .0 6
3. 69＋1 . 5 3
0 .6 9＋0 .3 3
tr土pa m⊥de equまⅤ .
0 .0 5十0 . 01
0 .0 6＋0 . O1
0 . 07＋0 . 0 4
0 .06＋0 . O 1
0 . 29＋0
.
07
0 .0 9＋0 . 0 1
0 .1 3＋0 . 02
0 . 29＋0 . 0 7
0 .1 8＋0 . 0 3
0
.7 7＋0 . 1 2
0 .2 4＋0. 06
0 .9 1＋0 . 1 6
0 , 6 8＋0 . 21
0 .4 5＋0. 23
0 . 2 5十0 . 09
/ g or m1 )
0 0
0 0
0 .01 0.0 2
0 .05 0 .0 5
0 .0 1 0 . 01
0 .0 2 0 . 0 2
0. 0 3 0 . 02
0 .1 6＋0 . 0 3
0 .0 3
0 . 1 4十0 . 0 2
0 .05十0 . 0 1
O .1 7＋0 . O 4
0 .1 9＋0 . 0 2
0 . 1 8＋0 .0 5
0 .0 2
0 . 1 0
0 . 0 3
0 .1 1十0 . 0 1
0 .14 ＋0 . 02
0 . 03 0
0 . 0 3 0
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卜 3 尿および糞中瀬, 膿汁排渦
1 4
c- Tripa mide (5 mダ/kプ) をラ ッ トおよび家兎 に経口投与 した 際の 尿 お よ び糞 中排滑を
Table2- 4 に示した ｡
Tab!e2-卑 Urin ary a nd fecal e x c retio n of radio a ctivity after o r al administr atio n of
[= C】tripamide(5 m g/kg)to rats and rabbits
D∂vs after
administr ation
Urin e
Rat Rab bit
Fece s Urine Fe c e s
1
2
3
4
5
6
7
Total
(% of do s e) (% of do s e)
3 8.5 4 4.3 7 6.4 8.6
2.0 2.1
0
.5 0.3
0.3 0.1
0.2 0.1
0.1 0.1
0.0 0.0
4 1.6 4 7.0
2.1 7.6
0.8 4.0
0.4 1 .5
0.2 1 .2
0.1 0.4
0.1 0.9
8 0.1 24.2
T he v alue s r epr e s e nt the m ean s ofthre e a nim als.
1 4c - Tripa mide ラ ッ ト経 口投与後の 尿および糞中 へ の 放射能の 排准は , 投与 7 日間で , 罪
中 に41.60/a, 糞中に47.00/oであ っ た ｡ 排鞭さ れた放射能の約900/oが24時間以内に尿お よび糞
に 回収された ｡
静脈内投与(5mダ/kダ) した場合に, 投与後3時間以内に投与量の30. 1
0/oが尿中に排池され,
7 日間 の累積排継率 は尿お よび糞とも経口 投与時と同等であ っ た｡
1 4
c - Tripamide 投与後7 日間の 家兎の 尿中排継率は , 投与量の80･0
0/oで , そ のうちの95･5
%が24時間以内に排池され た｡ 一 方糞中排滑率は24.2%で , そ の35.5%が24時間以内に , 42
a/o が48時間以内に , 83. 60/oが72時間以内に排滑さ れた ｡ 投与後7 日間で合せ
‾
r ほぼ1000/oが
回収 された ｡
家兎 に 1 4c - Tripa mide(0.3叩/kダ) を静注した際の 尿中排滑率は 7 日間で66･8
0/o であり,
糞中排継は24時間で 7.40/a, 48時間で15.10/oで あ っ た ｡ 静脈内投与後の糞中排滑が胆汁を介
して の排滑であると仮定すると, 家兎 にお ける
1 4c - Tripa mide の胆汁排壮率は約150/o程度あ
るもの と考えられ る｡
1 4c - Tripa mide(5mダ/kダ) を胆管療ラ ッ ト に経 口 および静脈内投与した際の 放射能の 累積
排港率を Table2- 5 に示し た｡
経口 および静脈内投与い ずれも投与1時間後 に排准の ピ
ー ク を示し , 経 口投与24時間の 累
積排滑率は41.70/o, 静脈内投与12時間の 累 剛巨滑率は46.2
0/oであり, 静脈内投与12時間以後
の胆汁中 へ の放射能排鞭はほと ん ど認め られず, 経口投与時と静脈内投与時の 胆汁排滑はほ
ぼ等 しか っ た ｡
1 4c - Tripa mide(4.5'n?/k?)を1 日1回7 日間連続経 口投与し た際の 尿および糞 中排渦率を
Fig. 2
- 5 に示した ｡
各授与24時間毎の 尿中へ の 放射能の 排他は約37%であり , 糞中 へ の 排糖は約50%で尿およ
び糞合わせ て約90%が回収され た｡
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TabJe2T5Bilia ry e x c retio n ofradioa ctivity afte r
o ral a nd intrave nou s administr atio n of
【14C】tripa mide(5 mg/k白)to rats
Tim e(hr)afte r
adminislr 8tio n
Or al Intrav e n o u s
0.3 3
0.5
0.67
1
2
3
4
5
6
7
8
1 0
1 2
2 4
4 8
7 2
Total
(% of do s e)
0.1
1.0
2.8
3.0
2.3
2.7
3.8
3.8
2.4
3.5
1 6.3
2
,3
0.5
44.5
0
.5
3
.
1
3.8
7.9
6.2
3.7
7.8
4.0
9.2
46.2
T he v alu e s r epre se nt the m e a n softhr e e a m
'
rn als.
一oo
i
⊂
. 望 5 0
-
4J
l-
U
〉く
ll+
Total
Fe c e s
U(in e
1 2 3
千 千 千 千
Adr n;n言str at;o n
ち 5 6
千 千 千
Fig.2-5Urin ary a nd fe c al
7 8 g
TirneLdays)
e xcretio n of r adio a ctivity
after r epe ated or a一 administr atio n of 【1 4C】
tripa mide(4.5 mg/kg)torats. Values repr e s e nt
the m e a n sj=S.E. ofthre ea nim als.
卜 4 臓器中および胆汁 , 尿中, 糞中代謝物
1 . 肝臓および腎臓中代謝物 .
1 4c - Tripa mide(5 叩/kダ) をラ ッ トおよび家兎に経口投与した際の肝臓お よび腎臓中の 代
謝物を Table 2- 6 に示 した｡
い ずれ の 動物種とも各臓器中主代謝物は C S BA であ っ た｡ 他 の 代謝物は ラ ッ トが c s B
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Table2-6Co n c e ntr atio n of tripa mide a nd its m etaboHtes in blo od. 一iv erand kidney after
o raladministr atio n of【1 4C】tripa mide(5 mg/kg)to r ats a ndr ab bits
Metabolite s
Rat Rab bit
Liv er Kidn ey Blo od Liv er Kidn ey
Tripa mide
8- Hydro xy
-tripa mide
C S B M
C S B H
C S B A
Unknow n m etabolite s
n .d
3.5
1 2
.
8
1 4.9
2 5.9
4 2.9
9.6
8.7
6
.2
l l
.
9
2 2.4
41.2
∩.d
n .d
1 9.1
2.4
5 3.1
2 7.9
∩.d
n.d
6.2
∩ .d
4 6.1
4 7.4
3.4
6.5
22.8
∩ .d
4 4.9
2 2.4
T he valu es r epr e s e nt % of m etabolitesin tiss u e s2 hr and 1 hr after oraladministra tio n of
【14C】tripamide to rats a nd rab bits. re spe ctiv ely. n.d. : Not detec table. T he abbr e viatio n s･
C S B M
.
C S B Ha nd C SB Adesign ate 41 Chlor o- 31 S ulfa moylbe n z a mide . 4- chlor o- 3- s ulfa m oyト
be n z oic a cid-(N
'
･ a c ety])hydr a zide a nd 4- chlo ro-3- s utfa m oyトbe n z oic acid. re spe ctiv ely.
H, つ い で CS B M である の に対 して , 家兎で はC S B H は検出さ れず, C S B M が多か っ
た｡ ま た両動物種とも Tripar nide の標的臓器の - つ である腎臓に 未変化体が認められる こと
は薬理作用との 関連 からも興味深 い ｡
2. ラ ッ ト血中代謝物の推移
ラ ッ ト に 1 4c - Tripa mide(5 呼/k9) を経口投与した際の 血中代謝物の 推移を Fig･ 2
-6に示
す｡
5.0
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＼
lJ l
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､ ′ I.0
亡:
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芯 0･5
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皿 0
.05
0.0】
y
es;:Iv
.
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Ti m e afl er d o 5 ag el h)
Fig･ 2 -6Blo od c onc entration s of m etabolit es after o r aladministration of[
1 4c]tripa mide to r ats.
T he valu e sr epres en t the m e a n sof丘v e r ats.
･Or al do s age･oftripamide was5 m g/kg. M et abolites are
show n :㊨; m etabolite M -1(C S BA), ○; tripa mide(M - 4), 磨; m et abolite M - 2(C S B M), □;
m etabolite M -3 (C S BH), ∇; m etabolite'M -5(3 -hydr o xy-tripa mi de), ▽; m etabolite M -6
(8-hydroxy- tripa mide).
主代謝物である C S B Aは, 投与30分後にす で に血中に全代謝物の28.2%と未変化体と同
程度存在して い た o C SB Aの最高血 中濃度は3.91p ダ/mD で投与 6時間にわたり
一 定の 値を
示した の に対して, 血中未変化体は投与30分後が最高で, 1.91p9/仇Pを示 し, 半減期1･15時間
で血中から消失した o 代謝物C S B M, 8
- hydr o xy
- tripa mide , C S B A は投与1時間後が
最も高く , 徐 々 に血中から消失した ｡ C S B A は血中 に約40% (投与1
- 2時間後) 存在し ,
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血中の 主代謝物で あ っ た ｡
3 . 胆汁中, 尿および糞申代謝物
1 4c - Tripa mide(5 mg/kグ) をラ ッ トお よび家兎に経 口投与した際の 胆汁中, 尿および糞中
代謝物をTable 2-7 に示 した｡
Table急-7 Ex cretio n oftripa mide a nd its m etabotite sin bite . urin e. a nd fe c esdu ring the 2 4 hr
after ora一 administratio n of
1 4C tripa mide(5 mg/kg)to rats a ndr ab bits
Metabolite s
Rat Rabbit
Bi一e Urin e Fe c e s Urin e Fe c es
Tripa mide
8- Hydr o xy-tripa mide
3- Hydr o xy-trlPa mide
C S B M
C S B H
C S B A
Unkn o w nm etabolite s
n.d
0 .1
0.7
0 A
0.5
6.6
3 3.4
(% of dose)
0.2
2,5
0.4
2.8
4.8
1 0.1
1 1.8
∩ .d
5.0
5.2
4.9
2.4
5.6
30.4
(% of do s e)
0.2
1.3
1.3
l l.7
0.9
40.2
20.8
0.4
1 .1
0.9
1 .2
∩
.
d
0.5
4.5
T he v alu e s･repre s e nt the m e a n s ofthr e e a nimals･ n .d･: Notdete ctable･ T he ab breviation s
c s B M. C S B Ha nd C S B A de sign ate 4- chlo r o
-3- s ulfa moylbe n z a mide ･ 4- chlo｢o- 3- s u[fa m oyト
be n z oic acid-(N
'
･ a cetyl)hydr a zide a nd 4- chlo ro- 3- sulfam oyトbe n z oic a cid･ re spec tiv ely-
T heurin ary a nd fe cale x cr et
rio n vvastested in a nim als w.hich w er e no tc an n ulatedto bile du cts･
ラ ッ ト胆汁中主代謝物 はC S BA で あ っ た｡
両動物に おける主代謝物であるC S B Aの尿お よび糞中 へ の排他を経 口投与時で比較する
と , チ ッ ト尿中 へ は10.1%, 糞中 へ は 5.6% 排滑される の に対し, ウ サギ尿中 へ は40･2%,
糞中 へ は 0.5% 排滑さ れた ｡
次 に水酸化代謝物の 尿および糞中排滑率をラ ッ ト , ウサ ギで比較すると , ラ ッ ト では尿中
に 2.9%, 糞中に10.2%, ウサ ギでは尿中に2.6%と ラ ッ トと同程度の 排壮率であるが , 栄
中へ は2. 0%であり, ラ ッ ト に 比べ て 5分の 1程度であ っ た ｡
未変化体の 尿中排壮率は , ラ ッ ト, ウ サ ギ , い ず れも0.2%であり/糞中排聴率は , ラ ッ
トで ほとん ど認められず, ウ サ ギは 0.4 %であ っ た｡
4. 14C - Tripa mide静注時の尿中おまび膿汁中 へ の代謝物の排准速度
ラ ッ ト に
1 4c - Tripa mide(5m?/kァ) を静脈内授与した際の 各代謝物の 胆汁中および尿中 へ
の 排壮速度を Table2-8 に示 したo
各代謝物の月郎十中および尿中 へ の 排班速度を比較すると 3および8
- hydr o xy - tripa mide は,
胆汁中 へ の 排雅速度の 方 が約2 - 3倍速 か っ た｡
こ の こ と は ラ ッ ト およ び家兎 い ずれも尿中に比 べ て糞中に水酸化代謝物の 排雅量が他の 代
謝物 に比 べ て多 い こ とを裏づ けて い る｡ また ラ ッ ト糞中 へ の水酸化代謝物の排継 が家兎に比
べ て多 い こ とは , ラ ッ トの 胆汁排滑率が家兎に比 べ て 高 い ためと推察され るo
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T乙Ible2T8Rate s of biliary a nd u rinary e x c
.
r etio n of m etabolite s ･ afte r intr a v e n o u sinje ction of
[
1 ヰc]tI･1pa mi de to r ats .
Ex c retio n rate
Bile Urin
p
l
e
凡′ietabolit e A(hJl) tl /2 A(h
-
I) tl/2
T ripa mide
M -6(8- Hydro xy- tripa mide)
M -5(3- Hydr o xy- tripamide)
ⅣⅠ-2(C SB M)
M -3(CSI∋H)
M ll(C S BA)
1･3 7 0･5
0･24 2･9
0･2 9 214
0･23 3･1
0･17 4･1
0･2 5 2･8
1･39<† < 0･5†
0･1 3 5･3
0･1 0 7･1
0･20 3･4
0･1 7 て･1
0･19 3･7
Dose , 5 m g/kg.
十T he u n cha nged dr ug w a sfo u nd inurin e only within 30min afte rin trav e n o us inje ctio n.
卜 5 主代謝物 川C- C SBA静脈内投与時血中濃度と尿 お よび糞申排雅
ラ ッ ト に 1 4c - C S B A(0.24mg/kg)を静注した際の血中消失半減期は約1時間であり, その
時 の尿中緋鯉率は20.2% (8時間) であ っ た ｡
一 方家兎に 1 4c - C S B A(0.52mダ/kダ) を静注した際の 血中放射能濃度は二相性を示 し, 第
一 相 の 半減期は1.68分, 第二相は49.27分であり , こ れ は 1 4c - Tripa mide 経口投与後の 第 一
相 の 半減期 に近似 して い た ｡
尿中 ヘ の排滑率は投与7時間で 107.80/o であり, 糞中 ヘ の排池率は投与24時間で2.6 0/oで
あ っ たo 尿中排推半減期は58.8分であり, 血中消失半減期 に近似して い た｡
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第2章 ラ ッ トに おける -4C - Ca rbo ny[お よび 14C -邑s oindo 伽 e -
Tripa mide の 吸取 分布および排漉
14c- Tripa mide は ラ ッ ト および家兎に お い て すみや か に体内で加水分解を受け る｡ し たが
っ て授与された放射能は生体内で は C hlo r o s ulfa m oylbe n z oy.
1 m oiety を有する代謝物の 動態
を示すこ とが明らかとを っ た ｡ そ れ故加水分解後の もう 一 方 の片われ である非標識部分 Tri-
cyclode c a n ering m oiety の生体内運命に つ い て は全く明らか に され て い か ､｡
そ こ で Tricyclode c a n e ring に標識 した
1 4c -Is oindolin e- Tripa mide を ラ ッ ト に投与し, そ
の吸収 , 分布お よび排池を比較検討した｡
実 験 方 法
標識化合物 1 4C -Is oindolin e- Tripa mide は Adria 社より供与さ れた｡ 標 識位置お よび比放
射能は以下に示す通りである｡
‖
2
N.:ニ臥言T洩
H
14
⊂ - ⊂c rbo nyトTripc[ m言de
8･ a･ : 18.8 7pCi/mg
;担 汀 N&
14⊂ -Isoindof1･n e- Tripc m)
･
de
S･a∴ 1 6･0 7〟Ci/mg
H
2
N O
2
S
I . 血中濃度
ラ ッ トに
1 `c - ca rbo nylお よびIs oindolin e- Tripamide に経口投与した際の 血中放射能濃度
をFig.2 - 7 に示した ｡
‖ c - carbo ny卜Tripa mide 投与彼の血 中放射濃度は投与後2時間後にピ
ー ク に達 し, そ の値
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- 7 . Blo od c o n c e ntr a.tio n of r ad io a ctivity
af te r o r al administr atio n of 14c- ca rbonyl
-
o r I5 0iTldolin e-Tripa mi de(S mg/kg) to r ats
o;
1 4c - ca Tbo nyトTripa mi de
@ ;
14c- =s oindolin e- Tripa mi de
は4.17±0.41trip. eqtliv . iLダ/mPを示した o 一 方
1 4c -Is oindolin e- Tripa mide 投与の 場合は,
投与1時間後にピ ー ク に達し , そ の濃度は 2.99 ±0.73trip. equiv . pダ/mP であ っ たo 1
4
c - ca r一
bo nyl
- Tripa mide 投与時の 方が血中濃度が高か っ たo 血 中消失半減期は
1 4c - ca rbo nyトTri･
pa mide が2.33, 16.0時間 に対 して ,
1 `
c -Isoindolin e- Tripa mide は2.81, 22.0時間で い ずれ
も, 1
4
c -Is oindolin e- Tripamide 投与時の 方が遅か っ た o
次 に投与後1 , 8 , 24, 48 お よび72時間後の 血中放射能の血祭および赤血球 ヘ の分布を検
討し た｡ (Fig.2 -a)
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血寮中濃度は
14c -Is oindolin e- Tripa mide 投与時の 方が高く, 赤血球濃度は 1 4c- carbo nyト
Tripa mide投与時に高 か っ た o い ずれも
1 4c -Is oindolin e- Tripamide 投与時の 方 が放射能の
消央が遅か っ た｡
cblo r o s ulfa m oylbe n z oyl m oiety は赤血球 に, Tricyclodec ane ri喝 m Oiety は血葬 中にそ
れぞれ親和性 が高 い こ とが示された ｡
2. 組織内分布
ラ ッ ト に
14C - Carbo nyl およびIs oindo
'1in e- Tripamide(5m?/kダ)を経口投与した際の 臓器
分を Table 2- 9 および2-10 に示した ｡
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投与1時間後の分布 は両標識化合物間で分布の差異は認められをか っ た が , 投与8時間以
後で は, 1 4c - ca rbony卜Tripa mide 投与後 に ,
1 4c -Is oindolin e- Tripa mide のそれ に比 べ て,
血 執 赤血球, 牌臓 の 濃度が高く, 逆 に , 肺 , 肝臓, 腫脹, 副腎, 腎臓お よび甲状腺で は,
1 4c -Is oindolin e- Tripa mide 投与彼の 方が高か っ た o 全体的 に,
1 4c -Is oindolin e- Tripa mide
投与時の 方が臓器からの消央は遅 か っ た ｡
3. 尿 および糞中排准
ラ ッ トに
1 4c - carbonyl お よび
1 4c -Is oindolin e- Tripar nide(5 m?/kダ) を経口投与した際の
尿お よび糞中排滑率を Table2- 11 に示 した ｡
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Tripa mide の場合は, 尿 に33.6%, 糞 に67･ 1% 排放された o い ずれも尿･ 糞合せて100% 回
収さ れた ｡ 尿 , 糞 の排滑経路は南棟識化合物間で 有意を差異は認められをか っ た o
し かし , 尿中 ヘ の排准速度は
1 4C - Ca rbo nyl- Tripamide の方が有意に速く,
14c -Isoindolin e-
Tripa mide 投与の 方は単位時間あた
■
り 2 - 3 0/o の排壮が持続したo
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14c- Tripa mide 経 口投与彼の血中放射能濃度の 上昇から , ラ ッ ト および家兎に おける 1 4c -
- Tripa mide の 吸収はすみやかで あり, ま た血中放射能濃度の消失も極めて速 い こ と か ら代
謝およ び排港も速 い もの と考えられる ｡ 14c - c s I∋A の静脈内投与彼の血 中放射能濃度の推
移が, 1 4c - Tripa mide 経 口投与彼の 血中放射能濃度の消失に近似するこ とから, 1 4c - Tripa mide
を経口投与した後の血中放射能の消失は , 代謝物C S BA の推移を反映して い るも の と考え
られ る｡
家兎 における 1 4c - Tripa mide の静脈内投与彼の血 中放射能濃度の 消失が速や かで あり, ま
た尿中ヘ の 代謝物の 出現が速や かである こと から, Tripa mide の組織移行性 および代謝がす
みや かである こ とが推察される ｡
家兎にお ける組織内分布は腎臓 が最も高く , つ い で肝臓で他め臓器は血中濃度 より低く,
ラ ッ ト に比 べ て , 肝臓 よりも腎臓 ヘ の 移行が高 い他 は, 分布傾向は類似してLlた o 両動物問に
おける肝臓お よび腎臓 ヘ の分布の差異 は, 臓器中主代謝物C S BA の 尿および胆汁 ヘ の 排滑
経路 に おける差異 に よるもの と考えら れる｡
1 4
c - Tripa血ide の 分布傾向は , Mefr u side, 51)Hydr o chlo r othia zide52) お よ び Chlo r othia -
zide,
53)DU -574754) 等 グ ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド系降庄利尿剤の それと類似して お り, こ の よ
うを事実は ク ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基を有する薬物 に共通した ことと推論される ｡
経口投与1 - 2時間後の肝臓では未変化体は検出されをか っ た が , 標的臓器の 一 つ である
腎臓 に未変化が存在して い る こ とは薬理効果を裏付 ける知見と思われる ｡
血 中主代謝物は経 口 お よび静脈内投与 い ずれもC S B Aであ っ た ｡ 1 4c - Tripa mide 静脈内
投与時の血中放射能濃度の 消失半減期は , 1 4c - c s B Aを静脈内授与し た際の 血中放射能濃
度の 消失半減期に近似して い た ｡
こ の こ とは血中代謝物が Chlo r o s ul
.
fa m oylbe n z oyl基 を有する代謝物に よ づ て 占めら れ て
い る こ とからも支持さ れる ｡
1 4c - Tripa mide 静注時の ウサギ に お ける糞中排滑 は約150/oである こと から, 家兎 の 胆汁排
滑は ラ ッ ト に比 べ て少を い もの と推察される ｡
ラ ッ ト に おけ る経口 および静脈内投与時の 糞中排壮率はそれ ぞれ, 47.0%, 45.2%と胆汁
排准 に近似して おり, さら に糞中代謝物に未変化体が認められを い こ と から , 糞中 ヘ の排壮
は胆汁を介して の 排鞭であると考えられ る｡ 以上の こ とから, 投与された Tripa mide は , ほ
と ん ど吸収される もの と考えられる ｡
糞中全代謝物 に占める水酸代謝物の 比率が尿中に比 べ て高い こ と は, 水酸代謝物は尿中よ
りむし ろ胆汁中 ヘ 排亨世され ると い う ラ ッ トの 結果から裏づけられる ｡ し かし家兎 にお い て は,
胆汁排滑 が少を い こ と から, 投与量 に対する水酸代謝物の糞中排壮率が尿中と比 べ て変らを
か っ たもの と考えられる ｡
以上述 べ た如く, 1 4c - Tripa mideは家兎 にお い てもラ ッ トと同様 に ほとん ど吸収 され , すみ
や かに代謝されるもの と考えられるが , 代謝経路及び代謝物の排聴経路に は両動物種間で種
差が認められた｡
1 4c - Tripa mide を連続投与した時の 各投与時の 分布容量お よび tケすに 1回投与時と殆ん ど
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差が認められをか っ た こ と は ,
1 4c - Tripa rnide の連続投与に より, 放射能の 排滑は影響され
恋 い こ とを示 して い る o 最終投与10時間後の臓器内放射能の分布傾向は 一 回投与時と同様で
あ っ た こ とから, 連続投与に より分布傾向には影響を及ぼさをか っ たも の と考えられる ｡ ま
た
, 各投与24時間毎の 尿および糞中に投与放射能の90%が回収され, 最終投与96時間後の体
内には投与量の0.160/o し か存在して い か ､事実は,
14c - Tripa mide の 体内残留性の 少 か ､ こ
とを示 して い る ｡
ラ ッ ト に おけ る
14c - Ca rbo nyl およ び
14c -Is oirldolin e- Tripa mide の体内動態の比較 から,
c hl｡ r .s ulfa m oylben z oyl基と Tricyclodec a ne ring を有する代謝物の排池経路に は差異 はを
く , 腎臓 へ の移行に基づく , 尿中排総連度に差異が認められた こ とは , 腎臓 へ の グ ロ ル ス ル
フ ォ ン ア ミ ド基 の 移行性の 良さを物語 っ て い る ｡ ま た南棟識化合物での 臓器分布の 差異は ク
ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基は赤血球, 牌臓 へ の親和性が高 い こ と , Tricyclode c a n e ringは赤血
球 よりもむしろ , 血祭に親和性が高 い こ とが示唆された o し かも
14c -Is oindolin e- Tripamide
投与時の方が組織からの消失が遅い ことは, Tricyclode c a n e ringの 膜系 へ の 親和 性 が高 い
こ とを示唆して い る ｡ こ の こ と は, Tripa mide の構造上, ク ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基が薬理
活性を示 し Tricyelode c a n e ring が細胞膜透過性と親和性を高め , 活性部位での Tripa mide
の濃度を高める役割を果して い るも の と推論され る｡
以上の 結果は, 加水分解が主で しかも速度が速く, か つ加水分解彼の 両代謝物の極性 に差
異があるの で, 両方 の 官能基 に標識しをけ れば, Tripa rnide 総体 の 生体内動態を知る ことは
できを い こ とを示して い る .
Tripamide に構造類似のIndapa mide の 尿中排滑率は71%, 胆汁排准率 は54% と報告されて
おり55'Tripa mide に比 べ て尿中排滑率が高 い ｡
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連続投与後の肝薬物代謝酵素活性の止罪
肝薬物代謝酵素活性は種々 の非生理的条件下で影響を受けるほか , 多く の外来物質に よ っ て
影響を受ける こ と が知られて い る｡
特 に薬物 が連続投与された場合, 一 般 に良く知られ て い るように ｢酵素誘導+ と い う現象が
起 こ る ことがある o56)･ 57)
Tripa mide は高血圧症患者 に長期 に わた っ て使用されるもの であり, 他剤と併用する場合も
多 い ｡ し たが っ て連続投与に よる薬物代謝酵素活性の 変動を検討するこ とは , 体内動態および
薬効の 変化を推測する上に極めて重要をこ とである .
そ こ で Tripa mide を連続投与した際の肝薬物代謝酵素活性をim vitr o肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い
て実験を行を っ た .
さらにTripamide は ラ ッ ト に お い て すみ やか に代謝される こと から, Tripa mide それ自体 が
薬物代謝酵素活性を上昇させる よりもむし ろ代謝物 による可能性が推定される ので , Tripa mide
の ラ ッ ト に おける主代謝物 小 Chlo r o- 3 - s ulfa m oylbe n zoic a cid(C S B A) と , そ の 際同時に
生成すると推定され る代謝物 4- Amin o- 4 - a z a- e ndo - tricyclo〔5. 2. 1. 02･ 6]- de c a n e(A T D) を
それ ぞれ Tripa mide と等モ ル連続授与し, Tripa mide 投与時と比較検討 した ｡
ま た薬物代謝酵素活性 の上昇機序 に つ い て , 肝細胞内分布, お よび c o v alent binding と の 関
連で検討 した｡
第1章 14C - Tripa mide 連続投与時の尿および糞中代謝物の変動
実 験 方 法
1
. 実験動物
Wistar 系雄性 ラ ッ ト (体重250- 320ダ) を用 い た.
2. 投与溝および投与量
1 4c - Tripa mide(比放射能16.OpCi/叩) を濃塩酸に溶解し最終塩酸濃度を1. 240/o に調製し
た ｡ 1 4c I Tripa mide の 投与量は4.5mg/k?/day とし , 1 日 1臥 7 日間連続経口投与した ｡ 毎
授与2時間後に 一 定量 の 園型飼料を与えた .
実 験 結 果
I. 尿中代謝物
1 4
c - Tripa mide(4.5m?/kg) を連続経 口投与した際の 毎投与24時間後の 糞中代謝物の排
壮率を Fig.3 -1 に示 した ｡
未変化体の 尿中排聴は , 投与回数に関係をく, 0.8 - 0.90/oで , C S B A お よびC S B H
の 排滑は , 共 に増加傾向を示して い た ｡ また代謝物3-hydr o xy - tripamide,8 - bydr o xy - tri･
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pa mide お よびC SBM の 尿中 ヘ の 排他も投与回数に応じ て増加 し て い た ｡
水酸化代謝物の生成が肝ミ ク ロ ゾ ー ム に局在するモ ノ オキ シゲ ナ - ゼ に よるもの である
こと からTripaⅡlide の連続投与により尿中 ヘ の こ れらの 代謝物の排継 が増加する ことは ,
薬物代謝酵素活性の 上昇が示唆さ れる ｡
2. 糞中代謝物
1 4c- Tripa mide (4.5mg/k?) を連続経 口投与し た際の毎投与24時間後の糞中代謝物の排
滑率をFig. 3 -2 に示 した｡
未変化体は , 糞中 に はほとん ど認められず, 8 - hydr o xy - tripa mide の 排継が投与回数に
応じて, 増加して い た ｡ 3 - hydr o xy - tripa mide, C S 】∋M, C S B Hい ずれも投与に対応し
た増加は観察 されをか っ たo C S
'
B Aに つ い て は , 投与4 日まで増加するが , そ の後減少
するこ とが尿中C S B Aの排准 パ タ ー ン と異 っ て い た ｡
1 4c - Tripa mide を7 日間連続経口 投与すると , 尿お よび糞中 ヘ の 代謝物の排壮が増加す
る こ とから薬物代謝酵素活性が上昇する こと が示唆さ れた｡ 水酸化代謝粋が増加した こと
から, 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に局在するモ ノ オキシゲナ - ゼ活性の上昇が, ま たC S B Aの排滑
が増加する こと から肝 ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ活性も上昇する ことが推察された ｡
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第2章･ Tripa mide 連続投与複の肝薬物代謝酵素活性に及ぼす影響
実 験 方 法
1. 動 物
体重110 - 130g の Wista r系雄性 ラ ッ トを 一 群 3匹用 い た｡
2
. 投 与 量
Tripa mide 200m?(0.542m m ole s) /k?/day
C S B A 167mダ(0.711m m ole s) /kダ/day
A T D 163m? (0.542m m ole s)/A?/day
(A T I) はそれ自身酸化されやすく不安定をどで酒石酸塩 を用 い た ｡)
以上の 読料を5 0/o ア ラ ビア ゴ ム懸濁液に て ラ ッ ト 1匹あた り1mPを経口投与した ｡C. ntr ｡1
群は同様 に50/oア ラ ビヤ ゴ ム懸濁頼を投与した . 7 日間, 毎日1回投与し, 最終投与後24時
間後 に溶血し て殺した ｡
3. 薬物代謝辞素活性の測定
肝ミクロ ゾ ー ム分画の調製
最終投与24時間後に溶血して 殺し , 0. 05 M P ho sphate buffe r(1.15%K Cl含有)で湾流
し, ∵ 直ち に肝臓を取 り出し, 肝 1 チ 当り2mPの0.05 M Pho sphate buffe r(0.1m M E D T A
含有) を加え･ 永冷下 Potter - E lv eh]
･
e m 型 テ フ ロ ン ホ モ ジナ イ ザ - で よくすり つ ぶし
,
冷却遠心機で , 9,000ダ , 20分間 , 遠心分離を行をう (9,000ダ上精分画)｡ その 上清をさら
に 105,000ダ , 60分間超遠心 分離し , その 沈澱物をミ ク ロ ゾ ー ム 分画とする ｡ ミ ク ロ ゾ ー ム
分画は肝 1 ダ あた り2 mPの 0･05 M P ho sphate buffe r (pH 7. 4) で懸濁 し, 酵素標品と し
た (ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁頼)0
(2) 反応溶液の組成
MgC 12 (25FL m Ole s)0･1mP, G - 6 - P (20pr n ole s)0.1mP, N A D P(0. 8p m ole s)0. 1mP,
G -6 - P D H(5 u nits)0･1mP, Substr ate (Amin opyrine (A M) お よび Anilin e(A N)4FL
m ole s,
14c - Tripa mideO･4iL m Ole s(PHIO))0.2mA, ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液1 mA, 全容畳
1･6T花P とするo 反応は37℃, 30分間イ ンキ エ ペ - 卜する｡
(3) Amin opyrin e(A M)N脱メチ ル化活性の測定 (ホ ルムア ル デヒ ドの定量)58)
A Mを基質に して, イ ン キ ュ ベ - ト後, 100/o トリ ク ロ ル酢酸2.5mPを加え, 3,00r .p. m . ,
5分間遠心 分離し, こ の 上清2.5mP に Nash試薬58'1mPを加えて , 37℃, 30分間温めで得ら
れた黄色水溶液を415n m の波長で吸光度を測定した ｡
(4) Ani(in e(AN)水酸化活性5g)
A Nを基質に し て , 37℃, 30分間, イ ン キ エ ペ - ト後, 100/oト リ グ ロ ル酢酸 17nPを加ほ
-
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て
, 2,500r . p. m . 7分間遠心分離する ｡ 上帯1.5mPに100/o炭酸ナ トリ ウ ム を 1mPを加え ,
さ ら に 2 0/o フ ェ ノ ー ル /0.2 N水酸化ナ トリウ ム溶液 1 mPを加える ｡ 37℃, 30分間温置し ,
620n m の 吸光度を測定 した ｡
(5) Tripa mide代謝活性の測定
14c - Tripa mide(0. 34p m ole s) を基質に して, 37℃ ,30分間, イ ン キ エ ペ
- ト後, メ タ ノ
ー ル 5mPを加えて , 2.,500r. p. m . , 7分間遠心分離する｡ 上宿を濃縮乾回し, 残漆をメ タ
ノ ー ル 0.5m9 で溶 かし, その0.02mPを薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Eie s elge1 60 F2 5 ｡, 0.25仰 ,
M e r ck) に ス ポ ッ トする ｡ 展開溶媒とし て ベ ンゼ ン/ア セ ト ン (1/1) お よび28%ア ン
モ ニ ア 水/水/n-ブタ ノ ー ル (1/9/50)で展開後, Tripa mide, 8
-bydr o xy -tripa mide
お よびC S B Aに相当する Rf値部分をかきと り, 放射能を測定した｡
(6) N A D P H- チ トク ロ ー ム c 還元酵素活性の測定60)
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液0. 2mB, チ ト ク ロ ー ム c (酸化型ho r s ehe art, Sigrn a. Ty pe Ⅵ) 35
n m ole$ 1mB, K C N3.3p m ole s0.3mB , N A D P H IOOn m ole s l mP を加え, 550- 535
n m の 吸光度差を25℃で5分間, 艮立156型二波長分光光度計で測定したo
(7) チ トクロ ー ム P - 4 5 0量61) およびb5量62)の測定
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液2.8mAをそれ ぞれリ フ ァ レ ン ス およびサ ンプ ル の キ ュ ベ ッ ト に 入れ,
サ ン プ ル キ ュ ベ ッ ト に N A D H(オリ エ ン タ ル酵母)200n mole sを加え て チト ク ロ ー ム b5
を還元する ｡ 還元型お よび酸化型差 ス ペ クト ル を自記分光光度計 (島津マ ル チ パ ー パ ス M
P S-5,000) で測定 し, 424- 409n m の 吸光度差からb5量を算出した o P -450量は b5測
定用の サ ン プ ルキ ュ ベ ッ トをリ フ ァ レ ン ス と し, 新 た にサ ン プ ル側 の キ ュ ベ.ッ ト に ミ ク ロ
ゾ ー ム 懸濁液2. 8mBを加え,- 2 - 3m? の ハ イドロ サ ル フ ァイ トを加えて 一 酸化炭素を30秒
間通気し, 直ちに自記分光光度計で測定 した ｡ 450- 490rl mの 吸 光度差 から算 出したo b5
量 お よびP - 450量算出の ため の 分子吸光係数はそれ ぞれ165 および91m M
- 1
c m11を用 い た o
(8) 基質差ス ペ ク トル の測定63)
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液2.8mBに 2m M の基質を加え , ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液を 1) フ ァ レ ン ス
にして差ス ペ クト ルを測定する｡ Tripa mide は417- 390n m の 吸光度差を mダ蛋白あたりで
表示した ｡
(9) 蛋白定量
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁綬0.5mPに 0.5 N水酸化 ナ ト リ ウ ム溶液9.5mAを加えて , 1時間煮沸
する｡ 以下 Lo w ry 法 64† に従 っ たo
-
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実 験 結 果
2 - 1 ア ミノ ピリ ンN 一 蹴メ チル化活性お よびア ニ リン水酸化活性に及ぼす影響
Tripa mide(20mダ/kg), 7 日間, 経 口授与 しを最終投与後1 日 , 2 日, 4 日 お よび7 日後
の A M N一 脱 メ チ ル 化晴性およびA N水酸化措性を F ig二3-3 に示した ｡
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A M N一 脱 メ チ ル 化晴性 およびA N水酸化晴性は い ずれも最終投与24時間後に , 約 2倍 に
上昇した ｡ 2 日後でやや低下し, 4 日後で ほぼ正常レベ ル に 回復し た｡ Tripa mide 連続投与
すると肝英拘代謝酵素活性 が上昇する こと が示された ｡ 上昇した活性 は投与中止後す みやか
に回復した ｡
2 - 2 肝 ミクロ ゾ ー ム電子伝達系へ の影響
この 活性上昇の 要因を明らかにするため に , ミ ク ロ ゾ ー ム 電子伝達系成分に つ い て 検討し
た ｡ (Fig.3 - 4)
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肝重量, ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量 , チ ト ク ロ ー ム P-450お よびb5 量, Tripamide 結合量は い ず
れも活性上昇 に対応した変動は認め られをか っ た ｡
以上 の こ とか ら, Tripa mide 連続授与に よ っ て薬物代謝酵素滑性が上昇する が, そ れ に対
応した ミ ク ロ ゾ ー ム 電子伝達系成分の 変動は認められをか っ た o
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第3章 Tripa m盲de 代謝物連続投与複の薬物代謝酵素活性に
及ぼす影響
Tripa mide は ラ ッ ト に率 い て すみやか に代謝 され, 主と して C SBA を生成する ｡ し たが っ
て Tripa mide の 薬物代謝酵素晴性の 上昇は代謝物に よる可能性 も考えられる の で , 主代謝物
である C S B A, そ の際同時に生成すると推定さ れる代謝物 A TD 及びTripa mide を各等モ ル
(Tripa mide200m g/kg に相当)ラ ッ ト に連続投与した後の薬物代謝酵素活性を検討した ｡
3 - 1 アミノ ピリン N+脱メ チ ル化活性 およびア ニ リン水酸化活性に及 ぼす影響
A MN一 脱 メ チ ル化晴性お よびA N水酸化晴性を Fig. 3-5に 示 した｡
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A M N- 脱 メ チ ル化晴性 はC S B A投与群で は活性の 上昇が認められを い の に対し て , Tri･
pa mide 投与群で は約2倍 , A T D投与群で は約3倍 に上昇した｡ A N水酸化活性は C S B A投
与群で1. 3倍 , Tripa mide 投与群で2. 1倍 , A T D投与群で2. 5倍 に上昇した ｡
い ずれ の 代謝活性も CS】∃A授与群 では変化 が少をく, ま たTripa mide投与時に比 べ てA TD
投与時の方 がより括性 が上昇した ｡
3 - 2 Tripa mide の代謝活性に及ぼす影響●
次 に Tripa rnide の 代謝活性に 及ぼす影響を Fig. 3 -6に 示 した ｡
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Tripa mide の代謝活性は C S B A投与群で変ら か ､ の に対して, Tripa mide 投与群で約1･ 7
倍 に上昇傾向を示 し, A T D投与群で約2倍 に上昇した ｡
8-bydr o xyla s e活性 は C S B A投与群で約1. 3倍 , Tripa mide 投与群や約1. 6倍 , A TD授与群
で約1. 8倍 に上昇した ｡
c s B Aの生成活性は , C S BA投与群で変ら か ゝ の に対して, Tripa mide 投与群で約1･ 4倍 ,
A T D授与群で約1. 5倍に上昇傾向を示し た｡
以上 の こ とから, CSB A投与は 8-bydr o xyla s e活性 をわずか に上昇さ せ るがTripa mide の
代謝 に殆ん ど影響をあた えをか っ た ｡ し かし Tripa mide お よびA T D投与では , Tripa mide
の 代謝活性 が い ずれも上昇する こと が明らか にを っ たo
3 - 3 肝ミクロ ゾ ー ム 電子伝達系へ の影響
次 に Tripa mide連続投与時 における薬物代謝酵素活性の 上昇機序 を明らか に する た め に
Tripamide お よび代謝物の 連続投与彼の 肝ミ ク ロ ゾ
ー ム 電子伝達系の 成分を検討 した o
肝重量 , 肝ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量および N A D P H- チ トク ロ ー ム c 還元酵素括性を検事寸した o
(Fig. 3 7)
肝重量 は A T D投与群で有意に増加した が, C S B A および Tripa mide投与群では変化力雫忍
められをか っ た ｡
肝ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量 は Tripa mide 授与群で有意に減少〔, A T D授与群で減少傾 向を示
した が, C S B A投与群で は変化が認められをか っ たo
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N A D PH - チ ト ク ロ ー ム c 還元酵素活性 は A T D投与群で上昇傾向を示 し たが , C S B A お よ
び Tripa mide 投与群では有意を変化が認 められをか っ た ｡
さら に チ ト ク ロ ー ム P-450 お よび b量 を検討 したo(Fig.3 -8)
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P-450量お よびb, 量 い ずれも C SB Aお よび Tripa rnide 投与群で は変らず, A TD投与群で
は有意に約36% 増加した ｡
ラ ッ ト に おけるTripa mide 連続投与時の 肝薬物代謝酵素活性の上昇は代謝物AT Dに よる こ
と が示唆され た｡ し かし活性上昇を説明し得るほ どの電子伝達系成分の 大きを変動は認め ら
れをか っ た ｡
し た が っ て通常の ｢酵素誘導+ に認 められ るようをチ ト ク ロ ー ム P 450の 量的変化 に 対応
した薬物代謝活性 の 変動は Tripa mide 授与時に は観察さ れをか っ た ｡
･
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第4章 14C - Tripa mide 投与時の放射能の肝細胞内分布と
c o v ale nt binding
肝薬物代謝酵素晴性の 上昇機序 を 14C - Tripa mide 投与後の放射能の肝細胞内分布 と そ の
c o v ale nt bindi喝 と の 関連で検討 した ｡
第 2編第2章で述 べ た ように , ラ ッ ト に 1 4C - Carbo nyl お よび 1 4C -Is oindolin e- Tripa mide
を授与した際の肝臓串よび腎臓内の 放射能濃度を Fig. 3-9に示 した｡
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1 4C -Is oindolin e- Tripa mide 投与 の方が肝臓お よび腎臓からの 放射能の 消央は遅 か っ た｡ こ
の こ と は Tricyclode c a n e ring m oietyを有する代謝物が C hlo r o s ulfa m oylbe n z oyl m oiety
を有する代謝物に比 べ て , 肝臓および腎臓 へ の親和性が高 い こ とを示 唆し て い る ｡
薬物代謝酔素を誘導する薬物の 性質は ① 作用時間が長 い.こと , ②脂溶性が高 い こ と ③ 肝
臓 に貯留する こ とが知られて い る｡57) Tripa mide 投与後の肝薬物代謝酵素活性 の上昇が, 代
謝物 A T Dに よる こと が示唆された が, 以上 の 結果は代謝物 År Dの肝臓 へ の貯留性と関連 し
て い るもの と思われ る｡
そ こ で こ の肝臓を用 い て, 肝細胞内の放射能の 分布と各分画中の 放射能の c o v ale ntbinding
を検討 した｡
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実 験 方 法
1 . 肝臓内 A T D量の測定
1 4C -Is oindolin e- Tripamide (5 m g/ kg) 投与後, 1 お よび8時間後の肝臓を摘出 し , .肝
臓 1gあた り10mPの 1/15 Mpho sphat buffe r(pH7. 0) でホ モ ジナイズする o そ の 後, 酢酸
エ チ ル 20mP で 2回抽出す るo 抽出物を T L C(Kie s elgel G F2 5 4 (20× 20c m, 厚 さ0.25m m))
に ス ポ ッ トし , ベ ン ゼ ン / ア セ ト ン (1 :1) で展開する｡ オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ - をとり,
代謝物 に相当する Rf値部分をかきと り , その 放射能を測定する ｡
2. 肝細胞内分画法
肝細胞分画法は以下 に示す通りであ′る ｡
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3 . c ovale nt binding の測定
分画中の c o v ale ntbinding は以下に示す通りであ っ た｡ 各分画はそれぞれ1mPを試料に用
い た｡
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Determ l
'
natio n o†bin ding to protein
M icro s o m e
su
･
,e r n at&･
2 m【o†0｡9 M T C A
30 0 0r･ p. m . fo r15” )
'
n.
dis c a rd
l. P PtreS u SPe nded J
'
n 3 mL of
O.6 M TC A
2. mix ed †orl m in .
3. SO nic ated fo r1 min.
.
.& 壁 挫re s u spe nded f' n 5 mLof
m etha n ol
2. mix ed fo r3 m J
'
n.
F;ve tim e s
LL 9ち
実 験 結 果
I . 肝臓内 A T D量
･4C -Is .in°.lin e- Tripamide (5 m g/kg) 投与後1 および8時間後の肝臓中 A T D量を測定
した ｡ (Table. 3- 1)
t げ れ の 時間に お い ても ATD は肝臓中代謝物の約 40/oを占て い た ｡
Tab le 5 - 1 . Ethyl acetate
- ex tractab le metabol ite s in r ats
l ive r follo win g administ rat io n of
1 4c- Is oindol in e-
TTipami de
Metabol i tes T im e(h) af ter administ r a tio n
1 8
(%)
王tbyl ac etate ex tT a CtS 6 2･ 7＋3 ･ 3 S 8･ 7
＋4 ･ 4
Tripa mi de
AT I)
8 - hydr oxy
- tTipa mi de
3 - hydr oxy
- tripami de
13. 1＋1 . 9
3 . 9＋0 . 4
4 . 3十0 . 3
5 . 5十0 . 3
5 . 3＋0 . 5
4 . 3十 0 . 2
2 . 5十1 . 0
3
. 7＋0 . 4
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2. 肝細胞内分布
ラ ッ ト
1 4C - Ca rbo nyl および 1 4C-Is oindolin e- Tripa mide (5 mg/kg)を投与した彼の 肝細
胞分画中の 放射能の 分布を検討した｡ (Fig.3 - 10)
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-
o r
1 4c - Is oindol in e- tTipa mi de
S m ; cyto s ol
屈詔喝; 叩与c r o_
s o n?s
; M ito cbo ndria
済 ; Nu cle u s
授与1時間後 に つ い て は, Cyto s ol≫ Nu cle u s> Micr o s o m e s> Mito cho ndria の 順で , 両
化合物と も差異は全く認 められをか っ た o し かし8時間後では Cyto s ol は
1 4C - Ca rbo nyl >
1 4C -Is oindolin e で ある の に対 して , Nu cle u s, Mic r o s o m e sお よび Mito cbo ndria の膜分画に
お い ては
1 4C -Is oindolin e> 1 4C - Ca rbo nyl であ っ たo こ の変化は時間が経る にし たが っ て著
明であ っ た｡
Tricyclode c a n e ring rn oiety は膜成分に対して高 い 親和性を示 した ｡
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3. 肝細胞分画中の c ovale nt bind ing
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A
A
*
Micr o so m e s
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of liv e r
O r
1 4C - Ca rbo nyトお よ び
1 4C -Is oindolin e- Tripa mide を ラ ッ ト に投与した後の 肝細脂分画中の
蛋白 ヘ の c o v alent bindi喝 を検討 した ｡ (Fig. 3-ll)
1 4C - Ca rbo nyトTripaI℃ide を投与した場合の c o vale at binding は Mic r o s o m e s> M it｡ cb｡ ｡-
dria > Cyto s ol > Nu cle u sの 順 である の に 対し て 1 4C -Is oindolin e- Tripa mide の それは Nu -
cle u s分画 ヘ の binding が著明に高か っ た ｡ A T Dが チ ト ク ロ ー ム P-450を誘導 し, 薬物代謝
酵素活性を上昇さ せ る ことと , Tricylode c a n e ri咽 m O､iety が核 ヘ 移行し, c o v ale nt bindi喝
する こ ととは関連 があるもの と思 われる ｡ ま た Mic r o s o m e s分画 ヘ の cov ale ntbinding が授
与直後, い ずれ の 標識化合物を 剛 ゝ ても高 い こ とは , こ の c o v ale nt binding pr o c e s sが肝 ミ ク ロ
ゾ - ム 中 の薬物代謝酵素系と共役して い る こ とを示唆し て い る｡
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第5章 肝ミク ロ ゾ - ム における 3H お よび 14C 一 丁ripa mide の
c o v a-e nt binding
1 4C- Tripamide を ラ ッ ト に投与した後の肝蛋白に放射能が c o v ale nt binding し て い る こ と
が明ら か に され たo こ の binding に は Tricyclode c a n e ring rn oiety が関与し て い る こ と が示
唆された ｡ そこ で in vitr o肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に おし,
､ て , NAD P H生成系下で c o v ale ntbindingを
検討し た｡ また こ の c o v ale nt birlding pr o c e s sが チ ト ク ロ ー ム P -450を含む薬物代謝酵素系
と共役して い る か密 か調 べ た｡ さら に binding に関与する晴性代謝物の検索も合せ て 行 っ た ｡
5 - 1 NAD P H生成系下の c o v ale ntbinding
1 . 肝ミク E]ゾ - ム に おける N A D P H生成系下の c o v alent binding(Table 3 1 2)
Table 3- 2 . Co v ale nt b inding of [
3
H][14c]Tripa mi de
by micr osom al pr epa r atio 且 s
Protein
cond ition 3H n m ote s/ mg
b irAdc
ing
Control
No n-in cubale
- N A D P H
Bo
'
'1ing Ms
】L2.9(一o o )
3 5.2( 25)
2i.2 (2 1)
2 9. 7 =7)
1 6.7 0(10 0)
i.8i(2 9)
3.3 012 0 )
3.5 2(21)
3
H/14c; 1 . 37, substr ate; 3H - Is oindolin e- a nd
1 4c - ca rbonyl- Tripa mi de(c o n e. ; 0 ･ 20 71 m O1)
表か ら明らかを ように Tricyclode c a n e ring m oiety の 方 が C hlo r o s ulfa m oylbe n z oyl
m oiety よ り高 い c o v ale nt bindingを示した｡
ま た co v ale nt binding は37
o
で イ ン キ エ ペ - 卜 しをければ低 い こ とからn o n spe cific ,をbind-
ing で はをく , ミ ク ロ ゾ ー ム を95
o
, 5分間, 加熱処理 する こと に よ っ て低下するこ とから酵
素反応である こ とが示された ｡ さ ら に糸から N AD P Hを除くと低下す る こ とか ら反応に は
N A D P H が要求され た｡
2 . T ripa mide代謝物の c ovale nt b
.
Inding
代謝物と して C SBA, CS BH, 3 -hydr o xy -tripa mide を基質に用 い ,
1 4C - Ca rbo nyl および
1 4C -Is oindolin e- Tripa mide を対照と して N A D P H生成系下in vitr o肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける
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代謝物の co v ale nt bindingを検討した ｡ (Table . 3-3)
Table 3- 3 . Co v ale nt binding of m etabol i te s
of tripa mi de
substrate Co v ale nt b indihg
Metabol ite s
co nce ntr ation (dpm) %
(dpm)
C S B A
C S BⅠ1
1 4
c- Is o- 3 - hydr o xy
-
Tripami de
1 4c- ca rも ー TTipa mi de
1 4c- Is o- Tripa mi de
8 0 6 32
7 Z 4 3 0
0 . 0 0 . 00
4 8. 9 0 . 0 7
8 0 5 6 0 2 1 9 6 2. 7 3
8 2 8 9 4 1 3 6 4 1 . 6 5
7 1 5 5 2 3 5 1 9 4 . 9 3
Tricyclode c a n e ring m oiety を持 た か ゝ代謝物 C S B A および C SB Hは全く ミ ク ロ ゾ
ー ム
蛋白と c o v ale nt binding しをか っ た ｡
1 4C - Ca rbo nyトTripa mide は
1 4C -Is oindolin e-3-bydr o xy tripa mide よ りは低 か っ た ｡
以上 の こ と から Tricyclode c a n e ring m oiety が c o v ale nt binding に何んらかの 関与をし て
い る こ と が示された ｡
3. 基質濃度と c o v alent bind ingとの関係
ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量 (6 mg/ mP) を一 定 に して
1 4C -Is oindolin e- Tripa rnide を27- 270n
m ol締如し て , 基質濃度と c
'
o v ale nt binding と の 関係を検討した ｡
0
0
で 4
0
>
軍
O
言壱3
⊂ ⊂
.凸 >
'
重富2.
a O
B喜.
■ 一
ヽ 一
◎
＼
｡
1 0 50 1 0 0 2 0 0 2 50
14
c- Tripa mjde(n m ol)
F ig･ 3
- 1 2･ Co v ale nt b ind ing of v ario u s c o n c e ntr a
tio n
of 14c- Is oindol iTl e
- Tripa mide
そ の結果を Fig. 3 -12に示した ｡
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5 - 2 フェ ノ バ ル ビタ ー ル および塩化コ バ ル ト投与による影響
実 験 方 法
wis ta r 系雄 ラ ッ ト (体重142- 191g) に フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル Na(PB)80mg/kgを3日間
腹膜内投与し , 塩化 コ バ ル ト (CoC12)は40mg/kgを3日間皮下投与し, それ ぞれ最終投与
24時間後 に殺し, 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 分画を調製した.o
実 験 結 果
1 . 薬物代謝酔素活性 に及ぼす p Bお よび coc l
2
の投与効果 (Table 3-4)
Table 3 - 4 . Ef fe cts of pr etr e atm ent of phe n oba rb ital(P B)
o r CoC 12 0 n drug
- m etabol izing e n zym e s
M icr o s o m aL Cyto chr o m e Drug
- m etab liz ng e n zym e s
Pr otein p-'5 0 b5 Am in opyn ne Anilin e
m g /g.liv er n m ole s/m g n m otes/mg 〃 m ole s/g n m oles/mg 〃 m oles/g
co ntr o1 21,7士0.9 1.06土0.0ん 0.52*0.02 ム3.L士1.0 0.9ム*0.03 8Ll土0.ん6 0.18土0.01
** ** ** ** *
P B 28.2士 0.5 2.0 3土0,1 036如D 2 ム5.6土2.0 1.2 9土0.06 7.5LiO 31 011土O J)I
CoC12
** * * * * * ** **
2 2.7土 0.7 0.3 0*0.O7 0.37土0.OL l l.6土2.6 0. 2 6iO.0 5 3.61±0･67 0･ 8土0･01
*
; p<o･ o 51
* *
; P< 0･ 0 1
ア ミ ノ ピリ ン N一 脱 メ チ ル化晴性 , ア ニ リ ン 水酸化活性およびチ ト ク ロ ー ム fL450量はPB
投与で増加し , CoC 12 投与 に より低下した ｡
2. Co v a[e nt binding に及ぼす PBお よび CoC 12 の投与効果(Table 3
-5)
Table 3- 5 . Ef fe cts of pretr e atm e nt of phen oba rb ital(P B)
o r CoC 12
0 n C O V ale nt b ind ing
3H lムc 3H min u sILc
n m oles ハ¶g 〃 m ole s/ g.Liv er n moles /mg FJ m oles/g.liv er
Co ntrol 1 7 3
.
9土9.0
PB 1 5 i.1 *6.0
* *
CoCL2 3 7･ 6* 716
3 .7 8土0.2 6
ち.3 7土 0
.
2 ム
* *
0 .8 ん土 0.1L
1 9.6土0.8
18.9 .L】 .1
**
8.6 *1 .i
0.ム3土0.0 3
0.5 山0 ()ち
* *
0.】9土0.0 3
15 L.3土 8.8
13 5.3i 5.1
**
29.0土6.3
* *
; p<0 . 01
substr ate;
3
H- Isoindol in e-
14
c - ca rbo nyl -
Tripa mまde
c o v alent binding は P B投与で増加せ ず, CoC12 投与で約2分の 1 に低下した o
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5 - 3 Co v ate nt bindingの種差と代謝物生成との 関係
第1編第4 葦の 4 - 4 で述 べ た各種動物 の肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て c o v ale nt binding と各
代謝物の 生成との 関係を検討した ｡ (Fig. 3- 13)
1
. 各種動物肝ミクロ ゾ ー ム に おける c o v ale nt bindingと代謝物との関係
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Fig . 3-13cor relatio n of c o v alen t b ind ing betw e e nt he
fo m at io n of m etabol i te s by mic r o s o m al pr eparatio n
R; Rat , G; Guin e apig , R A; Rab b i t, ”; Mo u s e
D; Dog, H; Htl】Ⅵa n
各種動物肝ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける8- hydr o xy-tripa mide, 3 -hydr o xy-tripa mide およびC SBA
の 生成と binding の 生成と の 関連性の 検討は 8-bydr o xy-tripa mide の 生成が最も良く相関性
を示 した ｡
2. 1 4C -(s oindoline -8- hydro xy- tripa mide を基質に用い た場合の c o v a[e nt占inding
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0
○
1℃-Is o一 丁riparnide
14
c -le o- 8 - hydro xy
- Triparnide
0 510 3 0 60
In c ubationperiod(min)
co v ale nt b ind ing of
1 4c - =soindol in e- 8･ hydr o xy - tripa mi de
14c - Isoindoline - Tripa mi de to mic r o s o m al pr otein
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c ovalent binding の 生成と 8-hydr o xy - tripamide の 生成とが相関性を示 し た こ と から 8-
hydr o xy - tripa mide からの 活性代謝物が c o v ale nt bindi帽 に関与する こと が推測 された ｡ そ
こ で, 8- hydr o xy-tripa mide を基質に 剛 ､, 1 4C -Is oindolin e- Tr■ipa mide の binding と比較検
討した o (Fig. 3- 14)8-hydr o xy -tripa mide の c o v alent binding は 明らか に 1 4C -Is oindolin e-
Tripa mide に比 べ て高値を示 した ｡ こ の こ とは 1 4C -Is oindolin e- Tripa mide が直接の 8一 水 酸
化反応 に よる binding と加水分解彼の AT Dの 8一 水酸化反応を経て の bindingと の 両方合せ も
つ が,8- hydroxy - tripa mi de は肝 ミク ロ ゾ ー ム に お,
い てほとん ど加水分解され か ユの で binding
は 8-hydr o xy -tripa mide からの binding の み の ため, 1 4C-Tripa mide に比 べ て 低値を示 したも
の と推察され る｡
3 . 3H および 1 4C -ls oindoun e - Tripamide の cova(e nt bindingの tsotope ratio
Tricyclode c a n e ring の 8 および9位に 3H 標識した 3H -Is oindolin e- Tripa mide と 3 およ
び5位に 1 4C標識した 1 4C -Is oindolin e- Tripa mide を 1 : 1 に混合した 二重標識 T‡･ipa mide
を基質に開 い , c o v alet binding し た際の ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白の Is otope r atio を検討 した o(Fig.
3 -15)
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bo u nd to pr otein by mic r o s o m al pr epa r atio n
s ubstr ate; 14c - Is oindolまn e一 丁ripa mi de/
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肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白 に c o v ale nt binding し た放射能の 3H/1 4C の値 がイ ン キ エ ペ - ト時間
の 経過とと もに低下した こ とから , binding の過程で Tricyclode c a n e ring の 8位ある い は9
位の 3H が脱離した こと を示 して い る ｡
それ故 c o v ale nt binding に は Tricyclode c a n e ring の 8一 水酸化反応を経て の 活性代謝物が
関与して い る こ と が示 された ｡
5 - 4 肝ミクロ ゾ ー ム電子伝達系成分 へ の cov ale nt binding
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白 に Tripar nide の 8一 水酸化反応 を経て の 活性代謝物 がc o v ale nt binding
する ことを明ら か に した ｡ そ こ で次 に こ の c o v ale nt binding す る蛋白の 中にミ ク ロ ゾ ー ム 電
子伝達糸成分が含ま れて い るか どうかを検討した ｡
実 験 方 法
I. 可溶化および溶出溶媒
solv entA:100m M kpi buffe r(pH7. 25),
1 m M ditbiotbreitol
s olv e nt B:1 0m M
l mM
s olv e nt C:10m M
l m M
elute I :10m M
l m M
kpi buf e r(pH 7.25),
ditlliothreitol
kpi buffe r(pH7.25),
ditbiotbr eitol
kpi buffe r(pH7.25),
ditbiothreitol
elute Ⅲ :100m M kpi buffe r(pH 7.25),
1 m M dithiothr eitol
0. 60/o コ ー ル 酸,
0. 60/o コ ー ル 酸 ,
0. 50/o コ ー ル 酸 ,
0
.
4% コ ー ル 酸,
0. 4% コ ー ル 酸 ,
1 m M E D TA NAB,
1 mM E D T A Na
2 ,
1 m M E D T A Na2 ,
0 .080/a Em ulge n913,
0. 20/a Em ulgen 913,
2. 肝ミクロ ゾ ー ム 蛋白の 可溶化と分離
1 4C -Isoindolin e- Tripa mide(0.54FLm Ol) をミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁頼 (蛋白量 : 6 mg)とN A D PH
生成下30分間イ ンキ ュ ベ - ト し た ｡ そ の後105,000g, 60分間超遠心分離t , 得られた ミ ク ロ
ゾ ー ム ペ レ ッ ト (24mg pr otein) を s olventA IOmP で懸濁 し て , O
o
,
一 夜 放置する｡ 可溶化
徳, 165,00g, 60分間超遠心分離 して , 上帝 5 mPをあらか じめ s olv e ntB で平衡 に した 81
amin o o ctyトSepha r o s e4B カラ ム (1. 2× 6c m) に かける ｡ s olv e ntC 30mB で洗瀬後, elute I
20mD, つ い で eluteII30mP で溶出さ せ るo
実 験 結 果
1 4C - Tripamide(0. 54FLm Ol)をN A D P H生成下肝ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液とイ ンキ エ ペ - 卜する
と
,
24. 50/o の放射能が ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白と binding し た｡ それを0. 60/o コ ー ル 酸 で処理 する
と , 92. 50/oの 放射能が可 溶化された ｡ 可溶化 された ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液を8- a min o o ctyl-Se -
pba r o s e4 Bの ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム ク ロ マ トを行 い , 各 s olv e nt で溶出さ せ た ｡ そ の溶出 パ
タ ー ン をFig. 3-16に示 した｡
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Fig. 3-16 から明 らかをように , ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白 に binding した放射能の ほとん どは , 0･ 6
a/o コ ー ル 酸処理 に より , 解離する可逆的を結合であ っ た o し かし, , 0. 20/o E-913に よ り 溶出
されるチ ト ク ロ ー ム fL450 fr a ctio n に 放射能が検出さ れた こ とから, Tripa mide の 活性代謝
物はチ ト ク ロ ー ム P14 50に c o v ale nt bindingする こと が示さ れた｡
し か し , 0. 2
0/o E-913 で溶出さ れ る fr a ctio n は チ ト ク ロ ー ム P- 450の 他 N A D PH cyt旦
r edu cta se お よび N A D Hcyt.旦 r edu cta s eが溶出さ れて い る こ とが報告され て い る .
65} の で ,
必 ずしも Tripa mide の 晴性代謝物は fL450の み に結合して い るとは限ら か ､｡
- 71 -
第6章 考 察
Phe n oba rbita166)や Antip yrin e
67'
の ようを薬物代謝酵素の 誘導を引き起 こす薬物を連続授
与した時に , 1Va rfarin や D iphenylhydantoin 等の 薬物を投与した場合, そ の薬物の代謝物の
尿中排鞭量が増加する こと が知られて い る ｡ 1 4C - Tripa mide を ラ ッ ト に 7 日間連続投与した
際に 水酸化代謝物や加水分解代謝物 C S B Aの 尿中排滑率 が増加した こ とから, 肝 ミ ク ロ ゾ ー
ム 中 の モ ノ オキ シゲ ナ - ゼ や ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ晴性の 上昇が示唆された ｡ 実際 , Tripa mide
200mg/kgを ラ ッ ト に 7日間連続投与す ると , 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける Tripa mide 81 hydro -
xyla s e措性や加水分解活性 が上昇し た｡ さ ら に , ア ミ ノ ピリ ン N一脱 メ チ ル 化活性 , ア ニ リ
ン 水酸化活性も約 2倍に上昇し た ｡
上昇した晴性 は投与中止後, 約4 日後でほぼ正常 レ ベ ル に 回循す る こ とか ら, 滑性上昇は
可逆的をもの で授与中止後すみやか に回循するこ とを示 し て い る ｡
本実験結果から , 1 4C - Tripa rni.
de(4. 5mg/kg) 連続投与後に おける尿およ び糞中へ の 代謝
均の緋鯉率の上昇は , 肝薬物代謝酵素晴性の上昇に基づくもの で ある こ とが示 された｡
C S B A およ びA T Dを連続経口 授与した際の薬物代謝酵素活性 の 結果からC S B Aは薬物代
謝酵素活性上昇能はをく, AT Dは薬物代謝酵素晴性の上昇能を有して おり, Tripa mide 投与
時の 活性の 上昇 に比し , Tripa mide と等 モ ル の ATD を投与した場合の 方が , い ずれ の基質に
対し て も代謝活性 の上昇が高か っ た｡
以上 の こ と からラ ッ ト に おける Tripa mide 授与時に おける薬物代謝酵素晴性の 上昇は代謝
物 A T Dに よるもの と推察され る ｡
1 4C -Is oindolirl e- Tripamide と
14C - Tripa mide の 体内動態の 比較から, Chlo r o s ulfa m oyl基
の みを有する代謝物は肝臓 からすみやかに 消失 する の に対し て , Tricyclode c a n e ringの み を
有する代謝物は肝臓からの 消失が遅 い , こ の 原因は Tricyclode c a n eri咽 が蛋白と covale nt
bindingする こと に起因して い る ｡ 何故をら C blo r o s ulfa m oyl基 の みを有する代謝物 C S BA
お よびC S B Hは in vitr o肝 ミ ク ロ ゾ - ム に おtlて , c o v ale nt bindi71g しなか っ た ｡ 以上の よ
う に Tricyelode c a n e ri咽 が肝臓に長時間残存する ことが, ATD に薬物代謝酵素晴性の 上昇
作用 がある理由の 1 つ であ ろう｡
Tripa mide 連続投与時におけ る薬物代謝酵素活性の 上昇は肝ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量,N A D P H
cyt. c r edu cta s e活性, Tripa mide の 結合量 , チ ト ク ロ ー ム P- 450 およびb5 畳等からは説明
できをか っ た o さら に A T D授与 に よる活性上昇 に しても, 活性上昇 に見合うチ ト ク ロ ー ム
P-450の 増加は観察されをか っ た . し たが っ て こ の 場合 一 般 に良く知られて い る ｢酵素誘導+
56
,
57)と は性質を異 にす るもの と考えられる ｡ Gris e ofulvin,68)caffein e69)等 は チ ト ク ロ ー ム P
-450量が増加 しを い にもかか わらず, 薬物代謝酵素活性 が上昇する ｡ また CoC12 投与はチ ト
ク ロ ー ム IL 450量が低下70)する に もか かわらず, Bipheny141hydr o xylatio n 活性 は上昇した .7 1)
Isos afr ole 投与72)は チ ト ク ロ ー ム fL450量は200/o し か増加 しを い が , 薬物代謝酵素措性は2. 5
- 10倍増カロする ｡
こ の よう に薬物代謝酵素活性の 上昇とチ ト ク ロ ー ム P- 450真 の 増加とは必ずしも平行しを
い . Caffein e投与 により P-450還元速度が増加する73)場合がありTripamide も こ の ようを理
由 に より活性上昇を引き起こ すの かも知れを い ｡
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Tr ole a ndo mycin を授与すると チ ト ク ロ ー ム P -450は誘導される が, 見 かけ上 P -450 は増加
して い か ゝ｡ し か し, 50fLM Pota s siu m fe r ricynide で処理すると P-450 は増加した
7
.
4サ をわ
ち代謝物 が P-450に binding し て P-450量の測定を防害して い るもの と考えられる ｡ Tripa ･
mide の場合も, 代謝物が P-45 0 にbindingする こと が示さ れ て い る の で , 見かけ上 P
-450 が
増加して い か 1 よう に見える の かも知れ か ､｡ Is o s afr ole の代謝物もチ ト ク ロ
ー ム fL 450に
bindingする こ と が報告75)さ れ て お り, 透析 によ り離れ か■1 が, 1 m M の Cyclohe x a n eの 添加
で解離する可逆的を結合の 他に , 不可逆的を結合も存在76サ る こと が報告され て い る ｡
こ の よう に P- 450に c o v ale nt binding する こと が晴性上昇 に関与 して い る可 能性 も考えら
れる｡
Tr ole ado mycin ,
77. 78)Pipe r o nyl buto xide,
79)Is o s afr ole80 淵 等は Phe n oba rbital お よび 3-
m etbylcbola ntbr e n e授与 によ っ て 誘導される P-450 と は全く異をる新し い P- 450 が誘導され
る こ とが報告されて い る ｡ ATD 投与に よりわずかではある が有意に チ ト ク ロ ム P-450 が誘
導される こと は量的増加はともかく, 質的変化を伴をう新し い P -450 が誘導さ れて い る可能
性もある ｡
Tricyc ode c a n e ri咽 m Oiety を有する代謝物が梓 へ 移行し, c ovalent bindingして い る こ と
は, indu c e I
. が核 へ 移行 し, 蛋白 の de n o v o合成を引き起 こすと い う現象と関連して い るもの
と推論される ｡
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白と の co v ale nt binding に は Tricyclode c a n e ring の 8一 水酸化反応を経
由して の 活性代謝物 が関与して い る｡ そ こ でその 活性化謝物を以 下に推定した ｡
;三Bc o NH N# ～
且o;
”ー ､
H2NN#
H2NNW
”
1
H2N O2S
芸X3*c oTH静 oH 〕N
O
;
- Hユ0
i.:
H2N O2S
芸Q*coTH N卦H2N O2S
芸Q*co N H N;恥
1
H2N O2S
?
co vale nt binding to
ma cro m olecule s
しH王0
H2N脚
io!
H2N ”;酔
/
?
po ssible m echa nis m sfo r r e a ctiv e m etabol
ite s fo r matio n
fr om tripa mi de u sing r at l iv e r mi
c m 5 0 n e S
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cov alent binding に 8- 水酸化反応 が関与して い る こ と から当然 binding に は肝 ミ ク ロ ゾ ー
ム 電子伝達系の モ ノ オキ シ ゲナ - ゼ が関与し て い る こ と が示唆される わけである ｡binding に
は NAD P Hを必 要と し , CoCl2 授与 に よる PA 50の低下に平行して , bindingも低下するこ と
等 から チ ト ク ロ ー ム P-450が関与して い る こ とが推察された ｡
こ の ようを例は Lopr o nic a cid,84)P C B,85'Ac etylhydr a zine ,86)Ac eto a min ophe n,87) Br o m o･
be n z e n e,88)Fu r o s e mide,
B9)
Is o nia zid90' 等多くの 薬物に認められる ｡
Indopa mi de lon g - 100mg/kg, 7 日間連続投与して も薬物代謝酵素活性は変らをカ, っ た o91)
し た が っ て , Indapa mide の場合は代謝物 N- a n!in o
- 2- m ethylindolin e に は薬物代謝酵素活性の
上昇作問 はを い もの と推察され る.
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第4編 ヒ ドラジン類似代謝物お よびア セテル 虹 ドラジンの
肝臓に及ぼす影響
抗結核薬Is o niazid は, しばしば肝障害を引き起こ す こと が知られ て い る o92' こ の肝障害は
Is o nia zid が加水分解さ れ て生成する ア セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン が原因物質と 考 え ら れ て い る9o3'
Tripa mide の 代謝物中に ア セ ナ ル ヒ ド ラ ジ ンを生成する可烏劉生の ある代謝物 , 4- Chloro -3 -
s ulfa m oylbe n z oic a cid-(Nia c etyl)-hydr a zide(C S B H) が同定された ｡ ま た Tripa mide の加
水分解の 際 C S B A と同時に生成する ヒ ドラ ジ ン化合物 4- Amin o-4 - a z a-e ndo - tricyclo[5,2,
1
,
0216]-de c a n e(A T D) も推定されて い る o そ こ で , 両化合物を7 セチ ル ヒ ド ラ ジ ン を対照化合
物と して肝毒性に つ い て検討 した ｡
第1章 ア セ チ ル ヒ ドラジン投与による血祭G O T
お よび G P Tへ の影響
アセ チ ル ヒ ド ラ ジ ン50, 100, 200 および40mg/kgを ラ ッ ト に 3日間連続投与した後24時
間後の血祭 G OT およ びGPT の 滑性をi,qrJ達した ｡ ま た同時 に フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル (80m g/kg
i, p) 3 日間前処理 した群に つ い ても同様に検討した ｡ (Table 4-1)
Table 4 - 1 . The change of GPT and G O Tin a c etylhydr a zin e
-
tT e ated T ats
Dose Untre ated P B
- tre ated
〔mg/kg)
G P T G OT G P T G OT
(Ⅹ- ”/ml) 〔K - U/ml)
Con tr o1 7 0十8 . 5
5 0 1 1 2＋4 4. 0
100 8 1＋1 9.7
2 0 0 1 49＋36. 4
40 0 1 1 0＋1 6. 8
9 5十5 . 5
1 2 4＋9. 1*
1 1 S＋3 . 8*
1 5 3＋1 8. 7*
1 S l＋7. 0 …
1 8 8十1 1 S. 9
6 0 7＋ 6 4. 5*
ア0 0十 2 1 8. 5
1 3 07＋5ナ5 . 4
847＋1 9 6. 2*
1 7 0＋ 78 . 7
Z 4 7＋ 9 . 6
2 14＋2 9. 0
4 8 1＋2 0 Z. 4
3 9 4＋1 0 6. 9
*
; p<0. O S,
* *
; p< 0. 0 1
ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン投与により血祭 G O T は有意に上昇し , フ ユ ノ パ ル ビタ ー ル の 処置 に
ょり, G P T が著 しく上昇した o フ ユ ノ パ ル ビタ ー ル の 前処理 に より 7 セテ ル ヒ ドラ ジ ン の 代
謝が冗進する こ と によ っ て肝毒性 が増強された こ とを示 し て い る｡
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第2章 ヒ ドラジン類似代謝物および ア セチル ヒ ドラジン投与の
肝臓 に及ぼす影響
実 験 方 法
1. 動物は S P Fの Wista r系雄 ラ ッ ト (生後 7 - 8週令, 体重 :17 7- 216g)を使用した｡
投与は 5 日間, 1 日1回経口授与し, 検体は 5% ア ラ ビア ゴ ム液 に懸濁 し て 用 い た｡
2. 最終授与後動物を 一 昼夜絶食さ せ た後, ペ ン ト パ ル ビ タ ー ル (40- 50mg/kg) を腹膝内
投与 し, ヘ パ リ ン処理 した注射筒に て腹部下行大動脈より採血 した ｡
3. GP T, G O Tは UV法 , 総 コ レ ス テ ロ ー ル は Libe r m a n n- Bu cha rd法 , 以上は テ ク ニ コ ン
社製オ ー ト ア ナ ライザ ー Ⅲ型を用 い て測定した ｡
中性脂肪は T G- E s et(ヤ ト ロ ン), リ ン 脂質は Pho spbolipids-Te st W ako(和光純薬)
を使用 した ｡
4. 全採血後ただち に肝臓を摘出して重量測定し , そ の 一 部を10%中性ホ ル マ リ ン液で固定
した｡ 固定組織は型の 如く パ ラ フ ィ ン 切片とをし , HerrlatO Xylin e- Eo sin 染色 , PAS 染色
お よびSuda nⅢ娘色を行を い雅学顕微鏡 に て観察した ｡
5 . 重量測定した肝の 約 1gを切 り取 っ て 精拝し , 9倍量の蒸留水を加えてホ モ ジジナイ ズし
た ｡ こ の ホ モ ジネ - 卜を用 い て , 蛋白量 (Lo w ry 法), T B A値 ,
94)脂肪は B leigh & Dye r95'
の 変埠に て 脂質を抽出し , 以下 の項目に つ い て測定した｡
中性脂肪:T G- s et (ヤ ト ロ ン), 総 コ レ ス テ ロ ー ル : 総 コ レ ス テ ロ ー ル測定試薬 (和光
純薬), 遊離 コ レ ス テ ロ ー ル :遊離 コ レ ス テ ロ ー ル 測定試薬 (和光純薬), リ ン 脂質:P ho s-
pholipids
- Te st W ako (和光純薬)
2 - 1 血祭 G OT, GPT および脂質ヘ の影響(Table 4-2)
Table 4- 2 . The a ctivitie s of GP T and GO T, pla s m atriglyc e ri de
chole ste r ol
,
a nd pbo spholipid in a c etylbydT a Zin e
･+
o r ilydr a zin e de Tiv ativ e m etabol ites
- tr e ated r ats
(:o mpo und
Do se
(m g/k畠1
B od)
･
I(eight
g .
Liv e r h■eight
.
･1bs olu t c
g ,
G PT
Rela tiy e
i. /1 0 0g bl､` KIU/ml
I; O T Chol e s･ Tri-
t e ro I LEI)
●ce ride
mg/d1
Pll OSpho ･
lipi d
t二o n t r o l 18 6ニ4 6 ･ 1ヱ' O ･ 16 3 129＋ 8 ･ O S 7ヱ1与 110工3 5 5ニ1 891b
1
9工4
c s帥 599 18 1･ 3 5 . 7 4･0 . 1 ヱ 3 . 1 7･ 0. 04 丁9ニ9 110三.7 S5エコ 9 7＋
' 7 丁エ4
130 O 178工3 5 ･ 丁 3
＋0 ･ 19 ･1 ･2 Z＋ 0･ 0 5 T9工1 8 106二5 bO＋ヱ
* * 1OT ･ 6 9Z＋ 2* *
4 0 O O 1 73＋ヱ* 5 .69＋ 0 . 14 3 129.0 ･ 0 6 53工6 104ニ5 66' 3
* ' 1 1 0' 8 1 0 2' 4' *
ATD 551 18 3＋ 5 9 . 49＋ n . 36* * 5 .1 9＋0 . 1 1
* *
17 ◆5 - 54＋ 5* * 78＋3
* *
8 5＋ 4 1 O 4
◆ 4* *
80 0 1 78土4 1 O1 50十0 ･ Z8
* *
5 ･ 78十 O ･ 1 0* * 6 ＋ 3* * 5 8＋ Z
* * 83十 5 ★ ★ 97 ＋ 5 1 1 6＋ 8
* *
A ce t)
●
1-
hydr a :in c
so l bO十 4* * 8 .4 6＋0 . 22 4 .O 4＋ 0 ･0 8
* * 4 8◆ 1ヱ 1 6O＋ 33 6 6＋ 2 * *
1 0 1 4 0＋4 * * 7 . 1 S･0 . 16* 5 . 1ヱ＋ 0 . 09 S4工S
★
ヱ 2 Z'ヱ2' n . t ･
7 三三2*
8 丁＋ 4
10 0＋ 4* *
n . t .
*
;<p O･ OS > * *; p< 0･ 01
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c sB H399mg/kg で は各項目 い ずれも差は認め られをか っ た が, 1,200, 4,000mg/kg で
は総 コ レ ス テ ロ - )i, , リ ン 脂質が用量依存的に増加した ｡
AT D投与群 は GP T, GO Tは減少し , 総 コ レ ス テ.ロ
ー ル
,
T) ン 脂質は増加した o ア セ ナ ル
ヒ ド ラ ジ ン投与は G P Tが減少し, G O T は増加 した｡ 総 コ レ ス テ ロ
ー ル
,
リ ン 脂質は増加し
たが , 中性脂肪は減少した｡
2 - 2 肝 コ レ ス テ ロ ー ル, 脂質へ の影響 (Table
14-3)
Tab le 4- 3 . L iv e rtriglyc e ride ) chole ste r oI J Pho spholipi d a nd
lipi dper oxi de in a c etylhydr a zin e
- o r hydr a zin e･
･
de riv ativ e m etabolite s- tr e ated T ats
C o mpo tl n d pr o t ein Triglyc e ri de To taト F r e e
-
D o B e Chole s t e r ol ⊂ho l e s
t e r ol
p h o spholipid TB ^-val u e
(mg/kg) mg/A . li v e r mg/g ･ liv e r ng/宜 ･ l iv e r m皇/g･ liv e r mg/g ･
1iv er O Ds32/良. liv e r
co n t r o 1 2 06. 5' 4･ 8 2･ 60＋0 ･5 5 3 .13
＋0 . 12 2. 32＋ 0 .0 5 2 5. 3S＋0. 38 6.2 Z
＋D . 69
9 . 58＋0 . 73*
7 . 8 3＋ 0 . 66
g . 37＋ 1. 39
1 6. 78◆ 1. 18* *
2 5. S3＋2 .6 1* *
2 5. S7＋0. Z2
24. 50＋ 0. 80
26
.
20＋ 0 .37
30 .2 7＋0 . 91* *
34.5 5＋0 . 73* *
2
.
45＋ 0 . 09
2 . 53＋0 . 0 4
2. 48十0. 07
之. 22十 0. 0 8
2 .1 0＋0. 05**
3 .30＋0 . 0&
5 . 18＋ 0. 07
3 . 47＋ 0 . ll
3 . 68＋ 0 .16 *
4 . 38十 0 . 52* *
2. 32＋0 . 51
2. 83＋0 .12
2
.
93＋0 . 15
6 .38十1 . 07* *
13.68＋1. 62* *
csB 8 399 2 04. 0＋ 5. 6
120 0 1 98 . 5＋ 2 .3
4000 192 . 0十 5 .1
ATD 5Sl 197 . 3＋ 3 .6
8 00 187 . 3＋6 .4*
ニ;;三
y
a…;ne so 186 . 7.3 .,･ ･ , .｡ 3･Z .02 ,. 02･D . 08 2 ･ 12･0･ 07･ Z6･7 0･0 ･ 7 7 39･ 4S･5 ･32 ･ ･
1 00 166. 8'3 .4 ' ' 3 7. 6 8.3 ･96' ' 4･ 12'0 ･ 23
' * 2 . 25'0 .07 さ2 . 00＋ 0. 58★ * 86. 38＋8 .4 9
=
*
; p<0･ 0 5J
* *
; P< 0･ 01
A T D授与群で は中性脂肪, 総 コ レ ス テ ロ ー ル , リ ン 脂質および TBA値が増加した o 800
m g/kg ではさ ら に 蛋白蓋お よび遊柾 コ レ ス テ ロ ー ル が減少した o ア セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン 50mg
/kgで は蛋白量 , 遊離 コ レ ス テ ロ ー ル は減少し , T BA値 は増加した ｡ ま た中性月旨肪も増加
傾向を示 した ｡ 100mg/kg では蛋白量は減少し, 中性脂肪, 総 コ レ ス テ ロ
ー ル
,
1) ン 脂質およ
びT B A値 は増加した｡
2 - 3 肝 の組織学的変化
光顕 に よる観察結果を Table 4-4に 示 した｡
対照群および C S B Hの各授与群では肝小葉の 形態は ほぼ明瞭であ り, 肝細月包の配列および
形態もほ ぼ正常であ っ た｡
A T D投与群 では全般 に わた り混濁, 腫大がみ られ , 小葉中心帯の 肝細胞は浮腫状 を呈し
て い[=○ ま た 一 部 の肝細胞に お い て樟濃縮や樟崩壊 の認められた例が551mg/kgで 3例 ,800
m g/kg で 2例あ っ た ｡
suda ｡Ⅲ染色で は, 小葉中間帯から週辺帯にか け て , 種 々 の 大きさ の 頼粒状 を呈する脂肪
滴の 沈着がみられた ｡
ァ セ チ ル ヒ ドラ ジ ン50, 10bmg/kg では肝小葉中間帯から周辺帯 にかけて の肝細胞内に微
細を, ま た例 に よ っ て は核と同大程度の 空胞が認められ た｡ Suda nⅢ染色で は小葉 中間帯 か
ら週辺帯 にかけて脂肪滴の 沈着がみられた ｡ ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン お よび A T D で みられる脂
肪滴の沈着の 程度は ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン100m g/kg> ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン50mg/kg> A T D
800mg/kg> A T D551mg/kg の 順であ っ た o
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Table 4 - 4 . The e xte nt of hepatic n e cr o sis afte r r epe ated
adminis t r at io n of a c etylhydr a zin e or hydr a zin e
m etabol i te s
i:o叩 O u nしl
=り Llt･
川 tl/Ll=
つ C
J T･ tlJ 一■ つ{^ こJ ._. ′ ;≡し -3 - ･ - O に E: ニ. ■つ･1'3 E: ～ 句 L' 4} d Q コ -
句 コ L ～
.
J ｢J
'J. 1ノ､ ■つ L O もh O C: O L む ･ 一 コ ◆ J I ･ A ;
コ よ･- ii. G ニ C～ J' 一 一 +ユ Lh
L:o ll t r ot
1 4 LI LI D b b
± 5 11 J t- u l )
＋ o I) o ” 0 0
O i fl
1
. I)tJ ± b
D
＋ 0 (I ”
0 fl b
(I [) 0
() t) ()
u S (l り Il b 【】
}nu ± ( l
O 4 b n 0
＋ o ll U り 11 ロ
, 5 f】 1 n (1 b
± 3 1 1) ヰ r
ll n
＋ lr I) n l () (I n
A T
b tl
o ±
n rl
＋ 1 n
0 rl f) 11
i) f[ 1
1t .1 (】 5
亡 亡t >･l･ ±
hvdr a こin ぐ ＋
5r) 十＋
±
0 十
＋ 十
2 - 4 薬物代謝酵素活性 へ の影響(Table 4- 5)
Table 4 - 5 ･ Dr ug
- m etabol izing e n zyme s in a c etylhydr azin e
-
o r hydr a zin e de riv at iv e m etabol i te s
- tr e ated r ats
Co mpo u nd Cyt o chr o m e c o n t e n t s
Do s e P - 45 0 b5
(mg/kg)
n m ol/i. liv e r
Anilin e Amin opyrirl eN
-
hydr o xyla ti o n de m e thyla tio n
um ol/i . l iv e r/30 nin
co n t r o1 2 2. 77＋0 .9 S 13. 07＋0 . 55 1 . 02＋0 . 05 1 . 22＋0. 08
csBF1 39 9 1 7. 5 7十0 .1 7
' 10. 77.0 . 65 Z ･ Zl＋0 ･ 03* * 1 - 08＋0･ 00
120 0 1 9. 50＋2 , 16 11. 10十1 . 80 2 . S 畠＋0 . 29
* * 1 . 02＋0 . 09
400 0 1 8. 90＋0 . 40* 9 . 05＋1 . 07 2 . 04十0 . 15
* * 0 . 86＋0 . 07*
A TD 5 51 4 6. 3･ 6 . 50* 19. 47･1 . 0 3** 0 . 9 3＋0 . 04 1 ･ 55＋0 ･ O9
80 0 34. 17＋2 . 23* * 15. 63＋1 . 84 1 . 0 7＋0 . 03 1 . 32＋0 ･ 06
Ac e tyト
hydr a ヱin e 5O l l1 95＋Z ･44
* 7 ･ SO＋0 ･ 63* * 2 ･ 2 S＋0 ･ 09* * 0 ･ 81＋0 ･ 07*
10 0 1 0.1 5'1 . 96” 5 . 3S＋0 . 72* * 1 . 2 1'0 ･ 0 3* 0 ･ 31＋0 ･ 04
* *
* ; p< 0･ 0 51 * *; P<0 ･ 0 1
c sBH投与群で はチ ト ク ロ ー ム P -4 50 および b5 量 は減少 か ､ し減少傾向を示 し た｡ ア ニ リ
ン水酸化活性は各投与群 とも著 しく上昇したが , ア ミ ノ ピリ ン N
一 脱 メ チ ル 化活性 は変らを
い が4, 000mg/kg の投与群で減少した ｡
A T D授与群は著 し い P -450量 の 増加が観察 された が, 薬物代謝酵素活性は変らを か っ た o
ァ セ チ )I, ヒ ドラ ジ ン授与群で はチ ト ク ロ ー ム P-450 およびb5 量 い ずれも減少した ○ そ れ に
平行して , ア ミ ノ ピリ ン N - 脱 メ チ ル 化括性 は低下したo
一 方 ア ニ リ ン水酸化活性 は逆 に 上
昇し た｡
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第3章 考 察
ァ セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン授与群では肝重量 は増加し , 血祭中の総 コ レ ス テ ロ ー ル , リ ン 脂質を
らびに肝臓中の 中性脂肪, 総 コ レ ス テ ロ ー ル , リ ン脂質を どの月旨質も増加し た｡ さら に肝臓
TB A値も上昇した こと から脂質過酸化反応が克進して い る こ と が推察さ れた ｡組織所見では
肝細胞 に脂肪滴の 沈着 がみ られ, 肝臓 の 脂質の増加と 一 致 した変化であ っ た o ま たG T P は減
少, G O T は増加を示 した｡
チ ト ク ロ ー ム P-450 およびb5 量は い ずれも減少し , それと平行して ア ミ ノ ピリ ン N
- 脱 メ
･テ ル 化活性が低下した が ア ニ リ ン水酸化活性は逆 に著しく上昇した 0
以上の よう に ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン授与に よ っ て観察された肝障害は , ヒ ド ラ ジ ン
96や ヒ ド
ラ ジ ン 誘導体97)に よ り て生じる肝毒性の 変化と よく酷似して い た o
c s BH 投与群では ア ニ リ ン 水酸化晴性の著 し い 上昇が観察された他は, 対照群 と何ら差は
認められをか っ た ｡ し たが っ て C S B H から肝毒性を発現するほ どの 量 の ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン
は生成し か ゝも の と推論される o 事実, in vitro肝 ミ ク ロ
- ム に お い て, C SB Hか ら C S B A
はほと ん ど生成しをか っ た ｡
A T Dは構造中に ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン と同様 ヒ ド ラ ジ ン結合を有して い る o
A T D授与群では肝重量の 増加, G T P, GO Tの減少, 血梁中の総 コ レ ス テ ロ
ー ル
, リ ン 脂
質, 肝 の 中性月旨肪 , 総 コ レ ス テ ロ
ー ル
,
リ ン 脂質をどの 脂質および肝 T B A値 の 増加 がみ ら
れた ｡ ま た組織所見で は肝細胞中に脂肪滴の沈着がみられた｡ チ ト ク ロ
ー ム P-450 お よびb5
量は増加した が, ア ニ リ ン 水酸化, ア ミ ノ ピリ ン N- 脱 メ チ ル化活性 は変化 が認め ら れを か
っ た . AT Dは ア セ テ ル ヒ.ド ラ ジ ン に認められる肝毒性は示 さず, 脂肪肝
ヘ の 移行と肝の適応
的機能冗造作用を合せ も つ 肝 に複雑 に影響を及 ぼすこと が示 された ○
第 3編 に お い て , A T D授与は肝薬物代謝酵素滑性を上昇させ る ことを示した が, 本編 に お
い ては , チ ト ク ロ
ー ム P-450の増加 にもかか わらず, 薬物代謝酵素活性の 上昇は観察されを
か っ た ｡ し た が っ て , A TD 高投与量投与では , 肝障害 ヘ の 移行に より誘導効果が消失したも
の と推論される ｡
ァ セ テ ル ヒ ドラ ジ ン および C S B H等の ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン誘導体の 著 しい ア ニ リ ン水酸化
滑性の 上昇は , チ ト グ ロ - ム P-4 50の量的変化 に平行せ ず, P
-450の m o n o o xyge n a s e晴性の
関与は か ゝもの と推察され る｡
同様を ことを Ak in らが ヒ ド ラ ジ ンを投与した時に ア ニ
1){
ン水酸化活性 が上昇す る こ とを
報告して い る.98)し か し , チ ト グ ロ - ム P
-450 は変らをか っ た o ま た ア ニ リ ン 水酸 化活性 は ･
p
- Nitr o a nis ole,7- Etho xyc ou m a rin ,Biphe nyl等を添加することにより活性上昇が観察される冒
9'
さらに , ヘ モ グ ロ ビ ン や ミ オブ ロ ビ ン に より ア ニ リ ン水酸化が起 り, ミ ク ロ ゾ
ー ム に両 ヘ ム
蛋白を添力口する こ と に より著し い 活性上昇が認められる.
100' こ の こ とから, ア ニ リ ン 水酸化
活性は他の 薬物の 代謝晴性 とは異を り, 別個 の水酸化メ カ ニ ズ ム が存在する可能性 が示唆さ
れる ｡ ア セ チ ル ヒ ドラ ジ ン投与 に より P-450量が約2分の 1 に低下した にもかか わらず, ア
ニ リ ン 水酸化活性 は逆 に約2倍 に上昇した｡ 以上の こ とは P
-450の pe r o xida s e活性 に よる ア
ニ リ ン水酸化の メ カ ニ ズ ム を推測させ るo P be nylhydr a zin eは ヘ ム蛋白の存在下酸 素と反応
し , 02 を発生し , そ の こ と が ヘ ム蛋白に よる dr ug
-
m etabolizing pe r o xida s e活性 の発現 に寄
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与して い るもの と推論され て い る.m l)さ ら に , Phe nylhydr a zin eと ヘ ム蛋白 に より r adic al が
発生し , そ の 結果赤血球中の TBA値が上昇す る こと が報告さ れて い る o
102' 以 上 の こ と は ヒ
ド ラ ジ ン は P-450と反応し , 02 を発生 し, そ の 02 を使 っ て ア ニ リ ン が水酸化さ れる か , あ
る い は ヒ ド ラ ジ ン投与に よ り発生した r adic al が ア ニ リ ン か らプ ロ ト ン を引き ぬ き , ア ニ リ
ン が酸化され る こ と が推論さ れる｡
ア ニ リ ン水酸化活性の 上昇が C SB Hや ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン に認められ,■
l
A T Dに は観察され
をか っ た こ と から , 鎖状 の ヒ ド ラ ジ ン結合が活性上昇に は関与して い るもの と 考えられるo
一 般 に 肝障害が惹起されると薬物代謝酵素描性 が低下する ことが知られ て い る が, 7 セテ ル
ヒ ド ラ ジ ン肝障害 に お い ては ア ミ ノ ピリ ン N一 脱 メ チ ル 化活性 は低下す るが , ア ニ リ ン水酸化
活性 は著しく上昇し て お り, 一 様 に肝障害が惹起され たからと い っ て , 薬物代謝酵素活性が
低下するとは限らを い こ とを示 し て い る｡
薬物 の肝障害とそ の 活性代謝物の 蛋白 へ の c ov ale nt binding と の 関連が数多く報告されて
い る .103
- 112'
A T D は第3編5, 6章 で述 べ た よう に, 肝蛋白に c o vale nt binding す る こ と が示 さ れ
て い る｡ し た が っ て ATD の 脂肪肝 へ の 移行をら びに G O T晴性 の低下等は , A TD 代謝物の
高分子蛋白 へ の c o v ale nt binding に より惹起さ れるものと推論さ れる ｡ い ずれ に し て もA T D
には薬物代謝酵素活性 の 上昇をもた らす肝の適応的機能克造作周と脂肪肝 へ の 障害作何の 両
作用を有して おり , 低投与量で前者の作用 が高授与量 で後者の 作用 が発現するもの と推察さ
れる ｡
脂質過酸化反応と肝障害作用との 関連が報告さ れ て おり 113
}A T D
●
ぉ よびア セ ナ ル ヒ ド ラ ジ
ン授与 に より著 し い .T B A値の 上昇が観察 された が , こ の こ と は肝障害作偶の 惹起を支持し
て い るも の と考えら れる｡
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第5編 Tr音pa m盲de の戯申動態と薬効との関連
降庄利尿剤の 体内動態 と薬効との 関連は , 降庄利尿薬の 微量定量法があま り開発 され て い
か ゝ こ と , さら に利尿活性は体内動態との相関が認められず, む しろ腎機能お よびホ ル モ ン
をどの 体液制御機構との 関連が深 い こ とを どから , あ ま り関心 が寄せ られをか っ た o
114)
し か し降庄利尿剤の体内動態が食事効果や病態 に よ っ て かをり影響を受 ける こと , さ ら に
微量定量法が開発され て きた こと から数年前 からこ の 方面の 研究が活発 にを っ た o
115･116.117'
Be e r m aI- n等 はHydr o cblo r otbia zide に 関して, 血奨中 A U Cと電解質排弛との 関連を検討
して い るが , 相関性 は か ゝ と報告 して い る1o18'ま た Fu r o s emide に関して , 血祭中濃度と利尉舌
性 は関連 が怒く , Fu r o s e mide の 尿中排准率と電解質排滑とに相関性 があると報告して い る
1
o
19
,
120'
そ こ でまず手はじめ に , Tripa mide の 生体試料中での 定量法を高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー (HP L C) 法を用い て確立した ｡ Tripa mide の 降庄効果と血中濃度との 関連は , Tripa mide
が正常血圧に 影響を与えを い の で ,
7 卜老令自然発症高血圧 ラ ッ トを用 い て行を っ た ｡ さ ら に健
康 人 に お い て , 電解質排滑と血中動態との 関連を検討 した｡
第1章 Tripa mide の赤血球 ヘ の移行
1 - 1 1 4C - Tripa mide 投与後の血中分布
実 験 方 法
･ 4C- Tripa mide 投与 ラ ッ ト の 頚動脈カ ニ ュ レ ー シ ョ ン に よ り ヘ パ リ ン加速沈管 に血 頼を採
取し, 4,000r.p. m , 20分間遠心分離して , 赤血球成分と血奨成分とを分離する ｡ 血梁中放射
能の 蛋白結合率は , 血奨 1 mPをそれ ぞれ Visking tube 8/32に入れ , 外滴O105 M P ho sphate
buffe r(pH 7. 4) 1,200mPtニ浸 し, 3 日間 4℃ で撮拝した o
実 験 結 果
1 4C- Tripamide 経口投与2時間および8時間後の 血中放射能の それ ぞれ92, 94% が赤血球
成分に存在してお り, 血祭成分は6 - 8%であ っ た ｡ 血寮中に存在する放射能の それ ぞれ25,
50%が血祭蛋白と結合し て い た｡
Tripa mide お よび代謝物は血中ではほと ん ど赤血球中に存在して い る こ と を示 し て い る o
ト 2 Tripa mide の赤血球へ の移行
Tripa mide お よび代謝物は血中で はその ほとん どが赤血球中に存在して い る こ と からTri
･
pa mide の 赤血球移行性 は極 めて高 い もの と考えられる｡
そ こ で in vitr o に お い て Tripa mide の 赤血球 へ の 移行と結合に つ い て検討 した｡
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実 験 方 法
I . 1 4C 一 丁 ripamide の調製
1 4C - Tripa mide を濃塩酸 1 mDに溶解 し, 水10mPを加え て , 固型水酸化ナ トリ ウ ム で約 pH
IOに調整する｡ pH 7.4 0. 05 M P ho sphate buffe rで所定の濃度に調整 した ｡､
2 . 1 4C - Tripa miqe の赤血球中へ の移行121
'
1 . ラ ッ ト赤血球中 へ の 移行
頚動脈 カ ニ ュ レ - シ ョ ン に よ り ヘ パ リ ン 加遠沈管に採血 し, 4,000r .p. m . 20分間遠沈 , 蘇
血球を採取す る ｡ 生麺食塩水で赤血 球を数回洗 っ た後, pH7.4 0.05 M P bo spbate buffe r
(o.9% NaC l) に懸濁す る (赤血球浮遊液)0
赤血球浮遊頼(血清1 mP に相当)に pH7. 4等張 P ho sphate buffe rl mD,
1 4C - Tripa mide20
Fig/0. 5mP等張 buffe r を加 えて , ス ピ ッ ツ 管で37 ℃, 温置する ｡ 所定時間後, 遠沈 (3,500
r .p. m . SO紗) し て , 上晴の 放射能を測定した ｡
2 . ヒ ト赤血球中 へ の移行
ラ ッ トと同様 に して , ヒ ト赤血球浮遊液 (ヘ マ ト ク リ ッ ト27
0/a) 1･ 8mPに 14C - Tripa mide
34.8FLg/0.2mゼ等張 P ho s ohate buffe rを加え て , ス ピ ッ ツ管で37℃ 所定時間温置する ｡ 以下
1
. と同様 に行を っ た ｡
3. 1 4C - Tripa mide の ラ ッ ト赤血球内費蛋白との結合
1 . 赤血球膜と赤血球内寮の 分離121}
血液 に10倍量の冷水を加えて 一 夜放置後, 0.02M ク エ ン 酸を加え て pH 5.5に調整する ｡ 4
℃ , 10, 000g, 20分間遠心分離し , 上清 ( 泉血球内奨) と沈澱 (赤血球膿)と に分 ける ｡ 赤血
球膜は水で 4画洗浄し た後, は じめ の 血液量の 2倍相当量の0.05 MpH 7･4 P ho sphate buffe r
に 懸濁し た (赤血球膜懸濁液)
2. 結合実験
赤血球膜懸濁液およ び赤血球内梁 (0. 5 - 2.OmP) に
1 4c - Tripamide 8FLg/0. 2mPをSe a m･
le s sCell｡l｡ s ｡Tubing(Visking, Co . , Siz e8/32)に 入れ , 袋 の 両側 をしばり0.05M Pも｡ s･
phate buffe rに浸 して , 5℃ , 4 日間, 外蒋を授拝 した .
4
.
Tripa mide お よび代謝物の赤血球中からの放出
1 4C - Tripamide(5 mg/kg) をラ ッ ト に経口授与 し,た1時間後
の 赤血球を集め , 血 祭と等
量の pH7. 4等張 P ho sphate bロffe rを加え懸濁 し,
一 定時間後に遠 Jじ､分離する ｡ 上清 に 移行し
た放射能を測定し , す べ て上清を回収した後, buffe r を新た に加えて同様にくり返 す｡
実 験 結 果
1 . Tripa mide の赤血球 ヘ の移行
ラ ッ トお よび ヒト赤血球 ヘ の 1 4C - Tripa mide の 移行性 を検討し た. (Fig. 5-1)
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from hu m a n(@) and r at(o)
TrLipa mide の ラ ッ ト赤血球中 へ の 移行は急速で あり, 直 ち に プ ラ ト ー に 達する の に対し て ,
ヒ ト赤血球中 へ の 移行は ラ ッ トの 場合より遅く20分後 にプ ラ ト ー に 達 した ｡
2 . T｢ipa mide の濃度と赤血球 へ の移行
Tripa mide 各濃度 (9.3 T 128.4FLg/ mP) をヒ ト赤血球浮遊液に添カロした際の 赤血球 中 へ
の移行量を Table . 5- 1 に示 した ｡
Table 5 - 1 . ロptake of v a rio u s a m o u nts of tTipami de
to r ed blo od c el ls
A d de d
tr ipa mi de Red.b lo od c e1 1s 池ed ium
(pg)
(p g) (p g)
Red b lo od c ells
出ed ium
9 .0 8 . 4 1
17.5 1 5. 5 7
3 3
. 0 2 8. 01
6 0. 0 4 2. 0 6
1 2 8. 0 8 0. 1 6
0 .9 3
1 . 93
4 . 9 6
1 7.9 5
4 8.2 4
9. 0
8 . 1
5. 6
2 . 3
1 .7
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Tripa mide 9.3FLg/ mPの 濃度で, 赤血球/Mediu m の 値は約 9 で飽和現象が認め られた｡
3 . Tripa mide お よび代謝物の ラ ッ ト赤血球中からの放出
14C - Tripa mide 経 口授与時の ラ ッ ト赤血球中か ら の 放射能の放出を Fig. 5 -2に 示 した ｡
Tripa mide お よび代謝物の赤血球 中から の 放出は すみやかであり, 上輯 へ の 移行は, 赤血
球中濃度 に依存 し, 上浦と赤血球中との 濃度比は常に約2対8 にを っ て い た｡
､ J
⊂)
X
∈
､
≡
Ll
⊂〕
O 1 2 3 4 B
エn c ubatio ntim e(h)
Fig ･ 5 - 2 ･ Rele a･s e of r ad io activity fr o m
Ted bl lod c el ls to 7Tl ediu7n
o ; cu m ulativ e, ㊨; pe r bou T
4. T｢ipa mide の ラ ッ ト赤血球内焚書白との結合
Tripa mide の 赤血球内栄 および赤血球勝との 結合率を Fig. 5-3に 示 した｡
Tripa rrlide の 赤血球膜結合性は低く, 膜懸濁蒋を増や し て も結合率は変らをか っ た o 赤血
球内渠との 結合は , 内梁成分を増加すると, そ れ に 比例 して結合率も増加した ｡ Tripamide
は赤血球内梁成分と結合し , そ の結合畳は血液 1 m節目当の 赤血球内紫成分 に対して Tri･
pamide 3. 12FLg で あ っ た ｡
以上 の こ と は赤血球中に移行した Tripa mide は赤血球膜と は結合せ ず, 赤血球内渠成分と
結合して存在して い る こ とを示唆 して い る ｡
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第2章 高速液体 ク m マ トゲラ フ イ 一 に よ る生体試料申の
Tripa mide お よび代謝物の定量法の確立
Tripa mi de は容易に赤血球 へ 移行する こ とから , 血 中 Tripami de の測定として は血奨と赤血
球を分別 , 定量す る こ と が望ま し い ｡ ま た ラ ッ ト の 主代謝物である C SB A の定量は ヒ ト に
お ける加水分解速度を推測す る上で重要で ある｡
ヒ ト肝 ミ ク ロ こ′ - ム を用 い た Tripa mide の 代謝 から , ヒ トで は水酸化反応が優先して起こ
る こ とが示唆された の で尿中の水酸化代謝物の 測定法も合せ て確立する必要が あるo
124)
ス ル フ ォ ン ア ミ ド系薬物 , 例えば Hydr o chlo r othia zide,122' C hlo r othia zide,123
-
polythiazide,
Mefr u side,125
'
Fu r･ o s emide,
126'
の H P L Cを用 い て の 定量 に つ い て はす で に 報告さ れ て い る ｡
著者らも同様 に , H P L Cを用 い て Tripamide の ヒ ト に おける薬物動態 を検 討 す る た め に
Tripa mide の ヒ ト血奨中, 赤血球中お よび尿中の定量法に つ い て検討した ｡
実 験 方 法
Table . 5-2に示す装置 お よび分柾条件で実験を行 っ た｡
TA B LE 5 - 2
C ON D ITIO NS O FHI G H-P ERFO R MANC E LIQUID CHR O M A T O GR AP H Y
Appa r atu s
Cornpo und
T D S (
t
S B A 3･O H.8-OrrrDS
Pu mp A L T E X Model 1 0 0 L C･1 A L T E X ModeI IO O
Dete cto r し)VI D E C 10 0II UVD･1 UVIl)E C I OOll
lVa v ele ngth
lnJe C 1 0 r
rし)Iu m n
㍗re c olu m rt
Mobilephase
Flo wlate
Te mperatu re
コ54m nl 二54nl n l
Rhe odyn eModel 71 コ0*
Hita 亡lligel 3 01 1* *(pa r山Ie siz e1 0FJ m)
(4.(. ㌔ 50 0n l m)
AcO H:Hユ0:MeOH
(1:1 0:9 0)
0.7ml/min
3 2
o
コ5411 m
Nu cle o sil (
1
1 8
(particle si7-e 10FJ m)
(4.b xコ50m m)
Pe rn l aPll a S eODS (4･6 x 50 nl m)
*
AL･OHニHユ0:MeO H
(1:=0:8 0)
0.6rnl/min
Hコ0:MeO H
(3:ヱ)
0.7ml/min
:5
o
4 0
o
* す べ て の 測 定 に 用 い た.
* * c S BA と T 工)S の 場合 に 用 い た o
A L T E X Model l o o; A L T E X社(米国 )
L C-1
ロV IDEC IOOⅢ
H ita chi gel
Nu ele o sil C1 8
Pe r m apba s eO D S
島津製作所㈱
日 本分光㈱
日 立 ㈱
; Nagel (西 独 )
; Du Fo nt ( 米国 )
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2. 内部標準物質
内部標準物質(Ⅰ･ S･ ) の名称と構造式を Table . 5■-3に申す｡ Ⅰ.s . は す べ て合成標品 を 剛 1
た｡
Tab le 5 - 3 . Che mic al str u ctu r e s of int ern al
st a nda rd
構 造 式
･;主Oc o碩〕
;三Oco N H佃
H2N O2S
H2N O2S
H2N O2S
j3C O O H
化 学 名
4 1 (4 - C hlo r o- 3 - s ul fa m oylbe n 乙 Oyl)
-4 - a 乙& - e ,uLo-tricyclo〔5 .2.i .02･ 8〕
- de c an e [T.S.(I)]
2.5野 / 1a ()nzC
N-(4 - Az a- e I O -tricyclo〔5.2 .7 .02･ q〕
- de c 8n - ′卜 yl)- 4 - ch 】o r o- 3 - s ul fa moyI I 6.5 2軌 /I 00m(
be n 乙 a mide 〔Ⅰ.S .(2)〕
3 -S11] fa moyl be n 乙 Oic a cid 〔t,a.(3)〕 2.5 軌 ′
′
5 0m[
3 . 代謝物 3- hydroxy-tripa mide および8- hydro xy-tripa mide の調製
Tripa mide の 代謝物である3- hydr o xy-tripa mide お よび8-hydr o xy -tripa mide は, 1 4C - Tri･
pa mide を基質と して ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム を用 い た in vitr o 実 験 で 生 成さ せ Amberlite
XAD-4 カラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 い , 水, 400/o メ タ ノ ー ル 水, メ タ ノ ー ル で洛出させ る｡
メ タ ノ ー ル 溶出頼を減圧下濃縮事乞画し , T CL で分柾 , 精製した｡
4. 試 薬
分析清蝶の 蒸留水と メ タ ノ ー ル は HP LC用(和光純薬製), 緩衝熟ま0.05M Bo r ate buffer
(pH 9.0), 0 .05 M P ho sphate buffe r(pH 7.0) を開い た｡ ジ ア ゾ メ タ ン は Schle nk127)の 方法 に
準じ て用時調製し, エ ー テ ル / メ タ ノ ー ル (9/1) 飽和溶接とした ｡
5 . 抽出方法
ヒ ト血液 7 mPを3,000r .p. m . 10分間遠Jじ､分離 し得られた上晴を血祭 に , 沈澱物を赤血球と
し て測定に用 い た ｡
1 . 血祭中からの Tripa mide
血梁3 mD にⅠ.S .(1)溶液を25FL9, 蒸留水3 mPを加え て , 56mp周 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ つ き
遠沈管 に入 れ, エ ー テ ル20mP で15分間振とう抽出する . 遠Jじ､分離後2回抽 出を行を っ た エ
ー テ ル層を5 mP ま で N2 ガ ス で膿締 し, pH 9Bo r ate buffe r 22TIDを加えて15分間振 とうす
る｡ 遠心 分離後エ ー テ ル を45℃, N2 ガ ス で事乞回し , 残漆 に メ タ ノ ー ル0.25mBを加 え80℃ で
超晋波処理後, 遠心分敵を行を い 上浦50FLPを H P L Cに注入する｡
2. 赤血球中からの Tripa mide の抽出
赤血球 にⅠ. S.(1).I春液を0.2mPある い は0. 8m助口えた後, .･≠ 蒸留水50mP で溶血 し たもの を分
液 ロ ー ト (300mP) に入 れ, エ ー テ ル1 00mBを加えては げしく振り , そ の後10分間振とう抽
出する｡ 30分放置後エ ー テ ルを50m9の ナ ス型 フ ラ ス コ に移し , ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー 夕 - で
減圧乾圃する ｡ 残漆をメ タ ノ ー ル0.4mP に溶解し, 々の40pPを 日P L Cに注入 する ｡
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3. 尿中か らの Tripa mide. 3-hydroxy - tripa mide お よび8-hydr o xy - tripa mide の抽出
尿10m9を 1N水酸化ナ ト1) ウム清酒で pH7 に調整し , 50mD周 ス ク 1) ユ ー キ ャ ッ プ付遠沈
管に入 れ Ⅰ.S .(2)溶液を20FLPを加え , エ - テ ル20mP で15分間振とう し, 2回抽出する ｡ 遠心
分離後 エ ー テ ル を45 ℃, N2 ガ ス で10mP ま で濃縮する ｡ そ こ に 1 N水酸化ナトリ ウ ム溶液 0･ 5
m9カ口え , 5分間据と うし 水屑 に 軒容する . 遠心分離後 T= ･ - テ ル を除去し,. 水屑 に さらに 6
N塩酸溶滴0.2mPを加え , 酸性 に し エ - テ ル で 5分間振とうす る ｡ 水層を1N 水酸化ナ トリ
ウ ム溶滴で pH 7に調整し, さ ら に pH7.O P ho sphate buffe r l mPを加 え て , エ ー テ ル 10mP
で15分間振とうし2 即由出する ｡ 遠ノじ､分離後エ ー テ ル を共栓試験管 に移し45℃ , N2 ガス で串乞
回し, 残漆をメ タ ノ ー ル0. 4mP に溶解し , そ の40FLPを H P L Cに注入 する ｡
4. 血祭 および赤血球中からの CS B Aの抽出
血奨お よび赤血球を中性下で エ ー テ ル 抽出した彼の水層をpH 2に調整する｡
血津の場合に は , Ⅰ. S .(3),I容液を0.2mP力口え て , 15mP周 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ付試験管 に入
れ , エ ー テ ル 6 mP で15分間振とうし 2回抽出す る｡ 遠心分離後エ ー テ ル を45 ℃, N2 ガ ス で
濃縮乾回する ｡ 赤血球の場合は, Ⅰ. S .(3)溶液を0.2m 朗口え て , 分液 ロ ー ト(300mP)に移し エ
ー テ ル100mPを加え て , 手で激しく按 とう後, さ ら に10分間振 とう抽出する o 30分間放置後
エ ー テ ル をナ ス型 フ ラ ス コ に移し , 50℃ で ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー 夕 - で減圧乾回する ｡ つ ぎ
に , 各 々 の残漬 を少量 の メ タ ノ ー ル で溶解し ジ ア ゾ メ タ ンを過剰 に加え メ チ ル化を行をう｡
約1時間静置後45 ℃, N2 ガ ス で乾回 し, 残漆をメ タ ノ ー ル0.5mD で溶解し, 蒸留水3 mP,
ェ - テ ル 6 mP力口え10分間振とう抽 出する ｡ 遠ノL､分離後 エ ー テ ルを共栓試験管に移 し45℃ ,N2
ガ ス で乾回する ｡ 残漆 をメ タ ノ ー ル0.4mP で溶解 しその20iLPを H P L Cに注入す る｡
6. 検量線の作成
血紫, 赤血球 および尿中の Tripa mide は , そ れぞれ10- 100ng, 10- 1,000ng, 20- 400ng
の 範囲で検討 し , 得られた グ ロ マ ト ゲ ラ ム の Tripa mide と Ⅰ. S . の Peak height r atio か ら
Tripa mide 濃度を算出した
■
｡
尿中の 3- hydr o xy -tripa mide は , 0. 25 - 1 .28pg, 0 .17- 1.09FLg の 範囲で検討し , 得られた
ク ロ マ 卜 グ ラ ム の面積 から3-hydr oxy お よ び81hydr o xy -tripa mide 濃度を算出した ｡
実 験 結 果
2 - 1 血祭, 赤血球お よび尿中の Tripa mide の定量
血紫, 赤血球お よび尿中の エ ー テ ル 抽出物の H P L Cグ ロ マ ト グ ラ ム を Fig. 5-4, Fig･ 5
-5
お よび Fig. 5-6に 示 した ｡ Tripa mide と Ⅰ.S . は , い ず れ の ク ロ マ ト グ ラ ム に お い てもブ ラ ン
ク の 妨害を受けず分離 した ｡
検量繰は , 原点を通る良好を直線を示 し, 血渠お よび赤血球 中 Tripa mide は , 注 入量と し
て10ng以上 , 尿中では20ng以上が定量でき る｡
血祭および赤血球 に は Tripa mide200ngを, 尿 に は Tripa mide25ngを加え, 回収率を検討
したと こ ろ , 血紫では900/o, 赤血球で は970/a, 尿 で は80%であ っ た ｡
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2 - 2 尿中水酸化代謝物 の定量
3- hydr o xy お よび8- hydr o xy -tripa mide と同様の HP L C分離条件で は分離され か ､｡ そ こ
で カ ラ ム , 移動相 , 温度等を検討 した結果, Table . 5-2に示 した条件 で, F ig. 5 -7に 示 す よう
に尿ブ ラ ン ク の妨害を受 けずに 分離 したo 検量線は 3-hydr o xy お よび 8-hydr o xy -tripa mide
共 に原点を通る直線 を示 し た｡
回収率は 8-hydr o xy -tripa mide は37.3±2.30/oで 3-hydr o xy -tripa mide は37. 2±0. 60/o で あ
っ た｡
本法 の HP L C条件は尿中濃度と同じ範囲 にお い ては , 血梁および赤血球中の 定量 に も応
用で きる こと が判 っ た ｡
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2 - 3 血祭お よび赤血球申 C SB Aの定量
C SB Aは , 極性 の 高 い 代謝物であるた め Tripa mide を分離する条件では , H P L C からの溶
出が早く生体成分との 分離は不可能で あるo そ こ で ジ ア ゾ メ タ ン に よる メ チ ル 化を行 を い
C SB Aお よびⅠ. S .(3)の メ チ ル エ ス テ ル 体と し て違量した ｡
Fig. 5
-81ま
,
血祭お よび赤血球bla nkを実験方法に従 っ て処理 した際の ク ロ マ ト グラ ム であ
るが , 図 から明ら かを如 く, C SB AおよびⅠ. S. の r ete ntio n tirn eに 一 致する妨害 ピ ー ク は
認められをか っ た ｡
2 1
i i
IAI
I
0.0 01au
1
2 1
o 8 16 21 32
Tirn elm;n)
Fig . 5
- 8. Chr o m atogr a m s
18I
) 8 1 6 2 ▲ 3 2
Tirn e(rnin)
of b lank of (A)pla s m a
a nd (a)red blood c el ls
ま た , C S B A およびⅠ. S. の 標準液に ジア ゾ メ タ ン を加え メ チ ル化反応を検討 し た際の 反
応検量線は原点を通る直線 とをり , 反応 が C SB Aお よびⅠ. S. 共 に定量的 に進行 して い る こ
と が示され た｡ つ ぎに血祭 および赤血球 に 一 定量 の CS B AとⅠ. S. を添加し同様 に処理 した
場合の pe ak height は標準液と ほぼ等しく, 回収率は い ず咋も900/6以上であ っ た ｡
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第3章 Tripamide の曲中濃度と降圧効果
老令自然発症高血圧 ラ ッ ト(S H R)に おける Tripa mide お よびC S BAを含む代謝物5種類
に つ い て降庄作開 を検討 したと こ ろ, い ずれ の代謝物に お い て も単独授与では降庄作周 は認
められず, Tripa mide の み に作用 が認められ た.
4 7'
そ こ で , 老令 SHR に TripamidelOOmg/kgを経口授与した際の 降庄作用と血中 Tripa mide
濃度の 関連性 を検討した ｡
実 験 方 法
1 . 動 物
体重450g前後の 雄性の 老令 S H R(77週 令) を実験 に使用 した ｡ 投与前血圧は225m mHg
であ っ た ｡
2 . 投 与
Tripamide と し て100mg/hgを体重100g当り0.5mP とをる よう に5
0/o ア ラ ビ ア ゴ ム に懸濁
し て調製し, 金属ゾ ン デ を用 い て強制的に胃内に投与した o
3 . 血圧測定
島津式収縮期血圧測定装置 S C S-301) を使用した ｡ ラ ッ トを無麻酔で固定し , 尾の 動脈よ
り非観血的 に , 投与前と授与後1 , 2, 4 , 6, 8 , 24時間の血圧 を測定 した｡
4 . 採 血
授与後, 予め ヘ パ リ ンを含ま せ た1 m9 の 注射筒を用 い て , 尾静脈 より血摘0.2 mBを血 圧
測定と同じ時間に お い て採血 した ｡
5. 血中 Tripa mide の定量
血中 Tripa mide の 定量は , H P LC を用 い て行を っ た｡ 以下 に抽出方法を示 す｡
ラ ッ ト尾静脈より採血 した血 液0.2m9を共栓試験管 にと り, 蒸留水2 mP で溶血後, 内部標
準物質 (以下Ⅰ. S . と 略) 溶液0. 1mPと エ ー テ ル 5 m9を加 え15分間振とうし抽出する D 遠心
分離後 エ ー テ ル を共栓試験管 に移し , 再度 エ ー テ ル抽出を繰り返す｡ エ ー テ ル 層を合せ 45
o
下, N2 ガ ス で濃縮専乞画する. 残漆 をメ タ ノ ー ル0. 4mP で溶解しその20FLPをH P L Cに注入 し
た｡
Ⅰ. S. の 構造式を F ig. 5-9に示 した｡
Fig ･ 5 - 9 ･ C he mic al str u ctu r e Of inte r n al
sta nda rd
;,
1
s堤coNC3i)lh NO2S
4 - (4 - Chlo r o- 3 - s ul fatT10yl
be n z oyl)- 4 - a 乞a - e 71do
･ - tricyclo
〔5,2.1.0.
2' 8
〕 - de c a n e
(Ⅰ. S.) 1,2 5野 / 50 u
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6. H P LC 装置
Table . 5 -4に HP L Cの 測定条件を示 す｡
T A BLE 5 - a
c o N D IT I O N S O F E IG H-P E R F O RMANCE LIQtII D C H R O M A T O G R A P H Y
P m np
Dete cto r
lnje eto r
Colll m n
Mob i le pha s e
Flo w late
Tcrnpe rattlre
A l,T E 文 机ode1 1 00
U V I D E CI O O Ⅱ( 25 4 n rn)
Rhe odyn e Model 7 120
Nu cle o si l C1 8(pa rticle siz e lOJL m)
(4.6 x 2 50 m m)
A cO王i:H20 :M eO 王i
(1 : 40 : 60)
0. 7 ml/min
2 50
A L T 玉:Ⅹ Model : A L T E X社( 米国)
U V I D E CI O Oll : 日 本 分 光( 樵)
N u cユe o si l C1 8 : Nagel (西独)
7. 検量線の作成
Tripa mide 10 - 2 0ng の範囲で Tripa mi de と Ⅰ.S . の 高さ の此から検量線を求めた ｡
実 験 結 果
1 . 血中 Tripa mide の定量
F ig. 5-10に H P L Cグ ロ マ ト グ ラ ム を示す｡ 血液中に は Tripa mide お よ びⅠ.S . の 測定を妨
害する ピ ー ク はをか っ た o 検量線は原点を通る直線がえられたo 検出限界は, 注入量で10ng
であり, 抽出回収率は , 91- 98%であ っ た｡
2. 降圧効果と血中T ripa mide 濃度
1
Tripa midelOOm g/kgを経口授与した時の血圧と血中 Tripa mide濃度推移を Fig. 5 -11に
示した o 血圧は , 授与後 1時間から下降し, 4 時間で最低値を示 した｡ 以後珂循傾向を示 し
8時間後では投与前の レ ベ ル まで回得した ｡
血中 Tripamide 濃度 は, 投与後 2時間で最高値3. 2FLg/ m9を示 し, 以後すみや か に血 中か
ら消央し , 24時間後では血中に Tripa mide は認められをか っ た ｡
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第4章 ヒ トにおける Tripa mide の血中動態と電解質排池
臨床第 一 相 および第二相試験 では, 薬剤 の 人 に おける投与量, 薬理作用の 強さとその 時間
的推移の検討 が行われ るが , 薬剤の 安全性お よび有効性の 点から適切 を投与量や投与間隔を
科学的に検討するため に は , 同時 に薬物動態も明 らか に して, 投与量
一 薬物動態 一 薬 理作用
の 強さ の 関係から , そ の薬剤の 安全性と有効性の 条件である投与量幅と投与間隔, さら に投
与期間を検討する こと が望まし い と い われ て い る ｡
4 - 1 Tripamide の吸収に及ぼす食事効果
実 験 方 法
I . 投 与
下記 に示すよう に , 健康男子10名を2群に分け , 3週間間隔の ク ロ ス オ
ー バ ー 法 に より実
施 した ｡ 前日 の 夕食後から15時間絶食した被験者は , 食後投与の場合は同
一 献立 の朝食をと
っ た後 , 1 時間後 に Tripa mide15mg含有の ノ ル モ ナ ー ル
眉)
1錠を約100mPの 水と ともに服用
し , 空 脚寺投与の場合は朝食をとらずに , その ま ま15mg の ノ ル モ ナ
- ル 1錠 を約10 mD の
水とと もに服開 した ｡
食後服用者お よび空腹時服用者は い ずれも試験開始前日の朝食から試験期間中
日間) は同 一 献立の 食事をと っ た｡ をお試験開始前日 から4 日間は ア ル コ ー ル 類 ,
茶, コ ー ラ お よびチ ョ コ レ ー ト等カ フ ェ イ ン類を含む飲食物の摂取を禁じた ｡
被験者 の年令, 身長およ び体重
被 験 者 ･年 令 身長 (cm) 体重 (k9)
投 与 方 法
試験Ⅰ 試験Ⅱ
甘 . S 3 7 1 6 5 67 食後 空腹
Ⅰ王 . T 4 5 1 64 68 食後 空腹
T . T 4 0 1 6 3 6 0 食後 空腹
N . M 3 0 1 7 2 6 6 食後 空腹
Y . S 2 8 ] 7 4 67.5 L 食後 空腹
B . f1 4 4 1 7 1 6 5 空腹 食後
T . モⅠ 3 5 1 6 5 64 空腹 食後
M . T 2 5 i 7 3 68 空腹 食後
M . M 2 9 1 6 5 6 2 空腹 食後
T . K 4 9 1 6 3 64 空腹 食後
2. 採血および採尿
下記 に示す実施 ス ケ ジ ュ ー ル に従 っ て , 採血お よび採尿を行を っ た o
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節 2 [】 邦 3 [] 第 4 口
0 1 2 3 4 6 8 12 24 32 48 5 6
+ L ⊥+ _
採血時点†)
††††T † † † † † † †
採尿時間
E]E]B臼
l
耳且Ej耳巨]亡互コE j
3. 測 定
Tripa mide の赤血球中濃度およ び水酸化代謝物の 測定は第5編第2章に準じた o
赤血球中 Tripa I℃ide 濃度 一 時間曲線下面稜 (A u °) は台形淡から算出し, 分散分析に よ
り検定した ｡
実 験 結 果
(I) 食後および空腹時投与における赤血球申 丁巾 a mide 濃度の推移
ク ロ ス オ ー バ ー 法 に より10名の 健康男子 に 1 日用量の 15竹呼 ノ ル モ ナ - ル 1錠 を空腹時ま
た は食後1時間後 に投与した際の 赤血球中 Tripa mide 濃度曲線を Fig.5 -12に 示 したo 赤
血球中Tripa mide 濃度は , 空腹時投与4時間後 に0.45 ±0. 6FLダ/mP, 食後投与で は投与6
時間後 に0.74 ±0.09FLダ/7nAの 最高値を示し , 以後績徐に低下 した｡ とく に , 投与後4 , 6
お よび8時間の 赤血球中 Tripa mide 濃度は食後投与の方が空腹時投与に比 べ て , 有意 に 高
か っ た｡
1.0
0.8
冨o,6
α
∈ o. ヰ
＼
ロ1
I
0.之
*
*
w:hi
十心転 鴨
汁 - - J -- - -+ ト- ー ユ L -
㌔
1 2 3 4 6 8 12 24 32
Tim e(h)
F ig. S
- 1 2. Me an(1S ･ E ･) c o n c e ntr at ion of
tripa mide in r ed b lo od cel ls
fol low ing single o r al 1 5mg
dose of No r m o n al in tablet to
fa sted(⑳〕 a nd n o n- fa ste且(○)
s ubje cts
*
; p< 0. 0 5,
* *
; p< 0. 0 1
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また12時間以後の 赤血球中 Tripa mide 濃度 の 見かけ上の消失にはほとん ど差は認め られ
を か っ た｡ 24時間以後の 赤血球中 Tripa mide 膿度は, 高 い濃度を示 す被験者 T. H と 吸収
が遅 い 被験者T Kを除 い て , 他 はす べ て検出限界 (0.08pダ/mP) 以下で あ っ たo
各被験者 にお ける ピ ー ク 時間, ピ ー ク レ ベ ル お よび赤血球中 Tripa mide 濃度 の A U Cを
Table 5 - 5に示した ｡ 各被験老に おける赤血球中 Tripa mide 濃 度は大部分の 例に お い て空
腹時投与に比 べ て , 食後投与の方が赤血球中Tripa mide 濃度は高か っ た ｡ Table5 - 5 から
明らかをよう に , ピ ー ク レ ベ ル も空腹時投与に比 べ て食後投与の 方が有意に高か っ た｡
A U C2.
4 は空腹時投与 (5. 681±0. 689FLダ ･ hr/現P) て , 食後投与 (7.999±0.950p ダ･ hr/
mP) の方が有意 に大きか っ た ｡
Table 5- 5 . Peak le v el and calculated
a T e a- u nde r- c u r v e(A ロC) of
tripa mi de in T ed b lo od c el ls
fr o m 1 0he althy v olu nte e r s
fol lo wing single 1 5 mg do s e of
No T m O n al to fa ste且 a nd n on- faste且
lle dk lltモ〔:le v el of-rDS
subje c t s
[iI7” (1- = :o n c en t ,;1 tio n(i,g/m l)
U^C64(”只/ml)
lt. S
FL T
T. T
N . ト1
Y. S
H. H
T. 日
M . T
” . M
T . K
, 4
. 8
. a
. 6
. 4
.
7
Me a n･ S･ E ･ :.
'
…冒三∑:…* * ,
5
:;;;チ::;:*
up per ;fa sted *
; p< o･ o 5>
* *
; p<0･ 0 1
1o w e r,;n on - fa sted
(2) 食後お よび空腹時投与に おける水酸化代謝物の尿中排雅
食後および空月夏時 に ノ ル モ ナ - ル を投与した際の 水酸化代謝物の 尿中排滑率を Table 5
- 6 に 示 した ｡ 空腹時投与の排鞭率7.3% に比 べ て , 食後投与の 排他率 9.8% の 方が有意に
高か っ た｡ 食後 および空腹時投与 における各時間あたり の尿中排雅量 をTable 5 - 7 に 示 し
た｡ 授与後3 - 9時間の 尿中排雅量 に お い て , 空腹時投与に比 べ て 食後授与の 方が有意に
多 か -? た o
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Table 5 - 6 . Ind ivi du al u rin a ry e x c r etio n of hydT O Xylated
m etabol i te s fol lo wing single o r al l Smg do s e
of No r m o n al to fa sted a nd n o n- fa ste且
Subje L: t ゝ
A ft e r fo od (
q
d) Fa st ing ( 汁
3-0 日T D S8 - nfi T D S Tota1 3- 0 日 T D S 8- O H T DS Total
Il. S
rL T
T .
'
l
■
～ . ll
Y. 5
II. H
T. tt
トl_ T
ト1. ト1
T . K
2 . 8
2 . 5
0
4 . 5
8 . ()
6 . 0
(1
.
5
1 2. 6
5 . 8
5 . 9
4 . 9
5 . 8
4 . 1
4 . 4
S . S
ら . 1
5 . 5
5 . 5
ら . 6
5 . 8
7
.
7
8 . 3
4 . 1
8
.
9
1 5. ら
l l. 1
9 . 6
1 6. 1
9 . 4
9 . 7
2 . 3
3 . 3
0
5 . 0
6 . S
5 . 7
5 . 1
5 . 6
2 . 3
6 . 4
4 , 1
4 . 7
3 . 9
3 . 3
3 , 3
3 .8
3
, 1
3 . 4
2
. 6
2 . 9
6 . 4
8 . 0
5 . 9
8 . 5
9 . 8
7 . ら
6 . 2
9 . 0
4 . 9
9 . 5
Me a n＋ S . E . 5 . 2 ＋1 . 1 4 .6＋0 . 3* 9 .8＋1 . 0 3. 8＋0 . 7 3. 5＋0 . 2 7. 3＋0 . 6
**; p<0 ･ 0 1
Table 5 - 7･ Individtl al u rin a ry e x c r etio n of hydr o xyla ed n etabol ite s
v e T S u St im e fol lo wing single o r al l Smg do s e of
No r m o n al to ta sted a nd n o n- fa sted
SdA)o c t $ ○ ･ 3 ユ ･ O d ･ 甘 書 ･ 12 12･ 24 24･ 44 48- 72 h
R . S
fl . T
T . T
.
T(
.
トI
Y , S
[1. ”
T . t[
〉l. T
”. ”
T. I
1エ. 90
1l.OJ
39.91
0
22. 37
45
. 12
44. ユB
40. 12
29. 4S
1 3. 87
0
9. 4 4
､O
B .18
22. 12
6 . 09
¢
14
.
87
0
0
J 3. ユ7
丁7 . 71
】S. 8ヱ
74.22
19. 67
69 ,54
53.6 S
9 0. 94
71 . 12
60 .18
38.49
Ill.Z什
17. 96
Sl.05
63 . 1&
83. 0 4
36 .
もl.
37 .
0
63
04
65
19. 3B
71. 39
97 . 27
書9 . 51
42, )0
73 . 31
43 .0 8
JO. O1
79. 86
78.41
34 .S4
13
. 専9
38 .4 3
63. 77
&3. 92
AS. S3
0
7 8. S2
Sl. 91
6 0. 02
S3. 72
4Z. 6S
51. 49
I l一. 98
24 .4 9
47
. 94
48.7 8
71. 01
71.34
83. 24
38 . 83
96. さ2
39. 3 2
36. 1Z
33. S1
2 8
.
74
& , 付7
10. S3
38. S1
4 8
. 32
14丘
111
149
18S
B2
Ilo
llS
161
229
89
14r)
1 33
76
lo†
1 82
I一o
124
1丘6
29 4
86
91
¢7
07
62
37
85
90
62
2T
18
08
33
S9
94
6&
24
27
S4
97.4 S
122.7 7
110.8 9
64. 60
08. 1 3
45. 53
6 4.S7
26. 92
43
.
B2
12. 37
8S. 37
99. 69
37. 92
93. 32
S9. 56
32. SI
09. 6 巾
0
0
0
0
0
0
0
0
0
3S. 91
0
n
O
之22. 68
0
292. 98
0
0
0
0
17. Zl
◆S. 4 3
Me A n◆ S･ t ･
ll. 75
◆1. 10
ll.7 S 19. 07
＋ 4
.
4S ＋ 9. S4
.
7
1
0
;≡;,さ 90･42→11. OZ舶
4 B. 81
◆1(I. 85
丁8 . 19
.1 0. 7?
13O
.5?
◆9 .37
146
. 07
＋2S. 97
127. r3
＋2l.84
131.1 9
◆5S. 91
up pe r;fa sted
*
; P<0･ O 5?
* *
; p<'0 . 01
lo w e r;n o n- Ta st ed
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4 - 2 単回嘘与時の Tripa mide の血中動撃と電解質排雅
健康男子 3名を対象 に , ノ ル モ ナ - ル 15mダ, 45mg, 90mタを投与し , その 薬動力学的性質を
明 らか に し, 同時 に血圧 , 脈拍, 尿量 および電解質排他の変化を測定し健常人に お ける ノ ル
モ ナ - ル の薬理作用と薬物動態との 関係を検討した ｡
実 験 方 法
健康男子3名 (年令 :36, 42, 47才, 体重 :62.0, 62.5, 65.7kダ) を対象とし た. 被勝者
は, 所定 の標準的朝食 (和食) をと っ た後, 1時間後に ノ ル モ ナ
- ル を約 100mPの 水ととも
に服用した o ノ ル モ ナ - ル は , 15m?(1錠), 45叩(15mグ錠3錠), 90mg(15mダ錠6錠)を投与
量順 に 2週間毎に投与した｡ 本試験 に先立ち, 予試験とし て 空腹時投与後の 血中濃度を検討
した が, 食後投与の 方が高 い 最高血中濃度が得られた の で , 本試験では食後1時間投与とし
た ｡
い ずれ の場合も, 被験老は試験日前日の 夕食後から試験期間中はア ル コ
ー ル 頬および コ ー
ヒ ー
, 茶 , コ ー ラ, チ ョ コ レ ー ト等カ フ ェ イ ン 頬を含む飲食物は摂取しをか っ た o
I . 検査項目, 検査方法および検査スケジ ュ ー ル
臨床検査は, 坐位 および仰臥位の 血圧 お よ び脈拍を Sphygm om an o m ete r(Ke n ∑45s, 揺
下産業機器) に よ り測定した ｡
臨床化学検査では , 電解質 (Na, 冗, Cl, Ca) 〔Na およびK; 炎光光度計 (日立205型 ,
日立製), Cl;電極法 - ク ロ ライ ドメ ー タ ー (常光産業袈), Ca ; 0. C . P. C法 (色素法)〕
尿素窒素 〔酵素法 - ク リ ナ ライザ - (日本電子製)〕 および尿酸(Uric ase 分解 に よる比色法)
を測定した ｡
試験 ス ケ ジ ュ ー ル を下記に示した.
血圧お よび脈拍の 測定, 採血, 分別嘗尿は下記の ス ケジ ュ ー ル に し たが っ て実施 したo
血殖は , 10mPを採血後, 3mBを, あらかじめ硝酸処理 した試験管 にと り, 室温 に約1時間
放置した後, 3,000r. p. m で20分間遠心分離後 , 得られ た血清を臨床化学検査項目の 測定に
試 額 ス ケ ジ ュ ー ル
3 日 日
時 間(h)
授 与
採血
採 尿
豊完)
8 9 24 3 48
†
↓ 1J JJ IJ l ↓
+J ↓1+ l l J↓↓ 1↓+1
J l↓↓1+1J l ↓
99
72
1
J
↓
用 い た . 残 り の 7mP はヘ パ リ ン処理試験管 に取り , 3,000r. p. m で10分間遠心分離を行を
い
, 血祭 および赤血球部分に分離し, Tripa mide の 濃度を測定した ｡
2 . Tripa mide お よび代謝物 (CS B A, 3 1 hydr o xy および 8- hydr o xy -tripa mide) の定量
生体試料中の 定量は, 第5編第2章に準 じて行を っ たo
3 . 薬動力学的解析
薬動力学的 パ ラ - メ ー タ ー 中の , Ka, Eel, t54は , 実測 値を薬物動態解析 プ ロ グ ラ ム N
O N L I N 2128･129)を用 い て, 最適 コ ン パ ー ト メ ン ト モ デ ル の 選択を含めて電算処理 に よ っ
て求めた D 電算機 は , I B M Syste lr1370 Model 158を使用 した ｡
A U C は, 薬物動態解析 プ ロ グ ラ ム N O N L I N 2に よ っ て求めら れた ワ ン ･ コ ン パ ー ト メ
ン ト ･ モ デ ル の 理論式からtr ape z oidal r ule を用 い た プ ロ グ ラ ム に よ っ て Oliv ettiP6060 で
算出した ｡
実 験 結 果
1 . ノ ル モナ - ル 投与後の血祭中 Tripamide 濃度
各投与量に おけ る血渠中 Tripa mide 濃度を Table5-8 に示 した｡
Tab le S - 8 . Se r u m C O n C e ntr atio n af te r o r al admユnis t T atio n
of No r m o n al to thr e ehe al thy v olu nte e r s
Do s e lSmg 4 Smg 9 0mg
Tim e(hr) T .I* A . E T . K* T. I A . K T .E T.I A.K T. X
1
2
3
4
6
8
2 4
a . a.
2 1. 2
3 0
.
ら
2 ヰ.5
a .a .
a .a .
n .a .
a . a. n .d . n .a .
n .a . n .a . n .a .
3 0
.
5 16. 2 4 2.8
n .a . n . a . 2 0.2
n .a . 1 8
.
5 2
.
5
a .a . n , a. n .a .
n .a . n .a . n
.
a.
22 .2 2 6.0 1 8. S
1 2 4.5 1 1 1
,
5 6 7. 7
1 8 7.0 1 1 1.0 9 1.3
1 3 0.2 1 3 9.2 8 3. 5
7 3.0 S 6.7 1 7.3
92 .7 3 3.7 2 9.2し
n
.
a
.
n
.
a
.
n
.
d
.
表 から明ら かをように , 15mダ, 45才好 投与時の 血祭中濃度は , ほ とん どが16岬/mP の検出限
界以下であるの に射 し, 90ng投与時は , 投与 3 - 4時間後に最高血凍中濃度を示 し, その 時
の 濃度は117.6 ±17.3 n?/mD と15mダ, 45m?投与時に比 べ 高 い 濃度を示 した o
2 . ノ ル モナ ー ル投与後の赤血球中 Tripa mide 濃度
各投与量 に おける赤血球中 Tripa mide 濃度推移をFig.5-13 に示 した｡
い ずれの投与量 にお い ても投与後 3 - 4時間 に ピ ー ク に達 し, その 時 の濃度は15mダで0.96
p ダ/mP, 90す呼 で は4.98p ダ/mPであり , 72時間後では, 赤血球中に Tripa mide は検出されをか
- 1 00-
5.0 0
′ ‾ ヽ
盲 1･0 0
～
ロl
a
ご 0･5 0
a)
α
⊂
⊂
0
～
18
i_
～
忘 0･1 0
U
⊂
0
u
o.o 5
4)
■tコ
∈
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- 1 3. Me an〔工S･ E ･) tripa mi de c o n ce ntr atio n in
r ed b lo od c ells afte r o r al adm inistr atio n
of No r m o n al( 15(○〕 , 4 5〔◎) a nd 9 0〔△) ng)
っ た｡
Tripa mide 赤血球中濃度は血寮中濃度 に比 べ て著 しく高く, 血中 Tripa mide の95- 98%が
赤血球中に存在して い た ｡
ま た , ノ ル モ ナ
- ル 90m?投与時の Tripa mide 血祭中濃度と赤血球中濃度の ピ
ー ク 時は -
致 し て い た｡
3 . 薬動力学的パ ラメ ー タ ー
赤血球中 Tripamide 濃度 の 実測値は o n eco mpa rtm e nt m odel によ っ て 解析を行 か ､, 得 ら
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れた薬動力学的 パ ラ メ ー タ ー を Table5 - 9 に示 し た｡
Tab le S - 9
･ P ha r m a ⊂ok in etic c o n st a nt Obtain ed afte r o r al admini5t r aとio n
of v a rio u sdo s e s of ･TJo r m o n al to thr e e s ubje cts
subje ct
B
:≡;ght?:;,
e
p
c
芸;:1
T
:r
a 又
hr
Kチ1 h
X
r
eき1
t
五'r2
リ三貰…/4hhま リ去翫 リ鼠 r.
T . Ⅰ. 6 5. 7
1 5 0. 8 5 5 . 5 0 0.8 S O 0. 5 2 1 1 3.5 0
4S 3. 8 8 2. 76 1 .0 0 0 0. 7 8 2 8
.8 6
1 3.S 8
5 1. 55
90 S.6 1 1 .4 0 2.7 1 3 0. 6 S 8 1 0. 5 3 75 . 6 4
1 7. 8 5
6 0.0 5
8 9.3 S
19 . 5 7
6 1.6 4
93 .4 8
A .K . 6 2.0
15 0. 8 7 1.9 6 1. 4 S 7 0.1 0 2
4 5 2.9 2 2.5 4 0
.
9 4 6 0 .1 14
6 .8 0
6 .0 8
9 0 4. 3 7 1.9 9 1. 4 1 1 0.1 0 5 6. 0
9 . 4 3
5 1. 67
4 6. 8 4
10 .5 2
3 4.0 4
5 0.9 6
1 0.4 0
5 4.2 2
51 .3 4
T . 冗. 6 2.S
15 0.9 8 6. 7 3 0. 26 5 0. 72 6 9. 5 S 1 6. 8
-
2 1.O S
4 S 3.0 4 5. 3 9 0 . 8 7 6 0. 5 3 9 1 2
.
86 4 7.9 3 6 2.3 4
9 0 4.5 S 3. 1 9 0. 89 1 0. 06 5 9 1 0. 85 6 6.8 S 8 2.7 8
2 2.01
6 7. 8 2
8 7.2 1
消失半減期は15mダ投与で9.88 ±1.88時間 (平均値±S. E.), 45mダ投与で9.27±1. 97時間,
90mg投与では9.33 ±1.37時間であ っ た｡ 一 方, 被験別では, T. Ⅰ. で10.90±1. 29時間, A . K .
で6. 49±0. 22時間, T. K . で11.09±0.96時間であり, 投与量の違 い に よる排壮速度定数に差
異 が認められをか っ た が個体別に は差異が認 められた o
最高赤血球中濃度 (Cm a x) は15甘呼で0.85- 0.98pダ/mP, 45mgで2.92- 3.88メノダ/mP, 90mグ
で は4.37- 5 .61pダ/mPを示 し, 15叩 と45mダ投与間で は do s edepe nde nt に増加して い る が,
45mダと90mダ投与間に お い てはdo s edepe nde nt を増加 は認められを か っ た ｡ 同様を ことがA
U Cに も認 められ た ｡
4. ノ ル モナ - ル 90喝 投与時に おける血祭および赤血球中の Tripa mideおよびCS B Aの濃度
ノ ル モ ナ - ル90mダを健康男子1 名に空腹時投与した際の血祭および赤血球中の Tripamide
およびC S B Aの濃度推移をFig.5 -14に示した ｡
Tripa mide の 最高赤血球中濃度は , 授与 如寺間後に4.81p ダ/mPを示し , C S.B Aの それは,
授与 4時間後に0.057p?/mPを示し たo
一 方, Tripa mide の 最高血紫中濃度は , 投与8時間後 に0.086pダ/utPを示 し, C S B Aの
それは , 投与4時間後に0.028/ノダ/mPを示 したo
以上 の こ と から, ノ ル モ ナ - ル 90m?を空腹時 に投与した際の ヒ ト血 中C S B A濃度は ,
血中 Tripa mide 濃度 の 1.8 - 2.5%と極めて低 か っ た ｡
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c o n c e ntr ation in pla s m a a nd r ed blo od ⊂el ls afte r
o r al administr atio n of No r m on al(90 mg)
㊨
O
A
A
tTipa mi de le v el in red b lo od c el ls
tripa mide le v el in pla s m a
C S B A le v el in r ed b lo od c el ls
C SBA le v el in pla s m a
5 . ノ ル モナ ー ル 投与後 の Tripamide の尿中排
･;i
各人の各投与量 に対する累積排滑率と排滑速度を Table5 -10 に示 した ｡
Tripa mide の 尿中排滑率は , 1 5mダ授与で2.5 - 3.50/a, 45叩 投与で0･8 - 1･6
0/o, 90m9投与で
は0.6 - 0. 9%であり , 投与量の 増加に従 っ て排壮率は低下した｡ ま た , い ず れ の 投与量でも
4 - 6時間後に最大の 排継が あ っ た ｡
投与量毎の 排准速度定数は変化が認められず, そ の 排滑半減期は , 平均9時間で あ っ たo
6. ノ ル モナ - ル 投与後の Tripa mide代謝物の尿中排池
ノ ル モ ナ - ル 90丁呼 投与時に おける3 -hydr o xy お よび8-hydr o xy -tripa mide の 尿 中排滑率
をTable 5 - 11 に示した ｡
各人 の 3 -hydr o xy と 8 -hydr o xy -tripa mide の緋鯉比率がO137,1 ･11, 1･68の値を示し, Tri･
pa mide の 水酸化を受ける位置に個体差が認められた が, 水酸化代謝物の 排滑率は 8･1 - 11･8
a/oであり , 個体差は認められをか っ たo ま た未変化体 に比 べ て, 約10倍多く排放さ れ, 水酸
化代謝物は ヒ ト尿中主代謝物の 1 つ と考えられる｡
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Table ち - 1 0. Urin a ry e X CT etio n a nd r e nal cle a r a n c e of
tTipamide afte r v a riou 5 do s e of No rTユO n al
subje ct て三;; (:;;
r eti
て冨, (h;- 1, 恕
T . Ⅰ
A . K
T . E
1 5
4S
9 0
1 5
4 S
9 0
1 5
45
9 0
4 0 4
728
74 9
5 2 5
368
5 57
377
55 7
81 3
Z . 7
1 .6
0 . 8
5 . 5
0 . 8
0
.
6
2 . 5
1 . 2
0 . 9
0 . 0 6 9
0
. 0 5 0
0 . 0 6 3
0 .0 9 9
0 . 102
0 ▲ 0 9 2
0 . 0 8 1
0 . 0 6 8
0
. 086
1 0.0
1 3.9
l l. 0
7 . 0
6 . 8
7 . 5
8
.
6
1 0. 2
8 . 1
TAB L E5 l il
R E N A L E X C R E T IO N O F T H E Ii Y D R O X Y L A T E D M E T A B O LI T E S IN H U M A N S
Subject Metabolite Ex er e七io n
m g % でotal(%) 3-Hydr o xy
in 7 2 h
8･Hydr o xy
T. Ⅰ.
A . K .
T
.
K
.
3･ Hydr o xytripa mide
8- Hydr o xytripa mide
3- Hydro xytripa mide
8- Hydro xytripa mide
3- Hydroxytripa mide
8- Hydrox ytripamide
1.9 5
5.2 9
6.2 1
3.7 0
5.6 2
5.05
2.2
5.9
6.9
4.1
6.2
5.6
8 .1
l l.0
l l.8
0.3 7
1.6 8
1.l l
7. 血圧および脈拍の推移
ノ ル モ ナ - ル を15mg, 45†呼 , 90m9を投与し た際の血圧お よび脈拍数を Fig.5 - 15 に示し た｡
固 から明らかをように, い ずれの 投与量にお い て , 座位, 仰臥位ともに著明を降庄効果およ
び脈拍数の 変動は認 められをか っ た o
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8. ノ ル モ ナ ー ル 投与後の尿量
ノ ル モ ナ - ル を15mダ, 45mダ, 90mダ投与時 にお ける尿量の 変動を Fig. 5 -16 に示 し た ｡ 単
位時間あたり の 尿量は, い ずれ の投与量に お い て投与後2時間から増加 し, 4時間まで投与
量に応 じ て増加し た｡ 24- 33時間後に 投与前値 に回復した ｡
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Fig. 5- 1 6. Me a n u rin a ry f lo w afte r o r al administr atio n
of No m o n al(1 5(A), 4 5(令) a nd 90(o) mg)
9. ノ ル モナ ー ル 投与後の単位時間あたりの電解質排雅
ノ ル モ ナ - ル 15mg投与時に おける血清 および尿中の Na, Cl, 氏, Ca の 量を Fig.5 - 17 に
示し た｡
各電解質の 尿中排雅量はい ずれも有意を増加 は認められをか っ た o
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血清 Na お よびC l値は有意に増加 したが , 血清 K値 には変動が認 められをか っ た ｡
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cT (b), K
'
and Ca
' ＋
(a) afte r o r al administr atio n
of Norm o n al(1 5 mg) *; p< o. o5, * *; p<o . o1
つ ぎに ノ ル モ ナ - ル を45mダ授与時 に おける血清中および尿中の各電解質を Table5 -18に示
した ｡ 尿中の Na と Clの 排滑量は投与後2時間から増加し, 4 - 6 時間 の排滑 が最も高か っ
た｡ こ の こ とは, Tripa mide の 尿中排滑が4 - 6時間に 多い ことと 一 致 して い た ｡ し かし, K
排滑の 増加に 一 定 の傾向は認められを か っ た ｡
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a nd Ca
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〔d) afte r o r al administr ation
of Nor m on al(4 5 mg)
*
; p< 0･-05 , * *; p<o . o1
また血清Na 値は投与2 - 3時間後に , Cl値は 3時間後に上昇し た｡ E値は 8時間後の み
に低下して い たが, そ の 他は ほとん ど変動しをか っ た ｡ ま た , 血清 Ca 値 は有意 に上昇した ｡
尿中 Ca 排雅量 に は変化がをか っ た ｡
つ ぎに ノ ル モ ナ - ル の90mg投与時に おける血清中お.
よび尿 中各電解排 滑を Fig･ 5 -1 9に
示 し た｡ 尿中の Na と Cl の排牧童は , 45mダ投与時と同様に増加したo K の排雅量は , 15mダ,
45mダ投与に比 べ 増加傾向を示して い た が有意ではをか っ た ｡
血清 Na お よび Cl値 は, い ずれも上昇した ｡ 血清K値は, 2時間後に上昇が認め られた が
′他は変動がをか っ た o 血清 Ca値 の上昇が認められ るが, 尿中Ca排雅量は変動がをか っ た o
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4 - 3 連続授与時の Tripa mide の血中動態
慢性疾患の 治療 に当 っ て薬物は , く り返し投与され る の が 一 般的である が, 単独投与彼の
薬物動態理論が直ちに その まま応用でき ると は限らを い ｡ 特 に連続投与 に よ っ て薬物動態 パ
ラ メ ー タ ー に 影響を与え る因子と して肝 へ の 取 り込みや肝薬物代謝酵素活性の 変動等 に よる
初回通過効果の 変化 が考えられる ｡ ラ ッ ト に Tripa mide200m?/kダ を5 日間連続投与した際
に
, 肝薬物代謝酵素活性が上昇する こ とが明らか にされてお り, さら に
1 4c - Tripa mide 5丁岬
を ラ ッ ト に 7 日間連続投与した場合, 尿中お よび糞 中水酸化代謝物の 排滑率が増加した｡
そ こ で健康人3名 に ノ ル モ ナ - ル 30m?をく り返し投与し , 血中薬物動態お よび尿中未変化
価 , 水酸化代謝物の排壮率を検討 した ｡
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試 験 方 法
健康男子3名 (年令34才 , 43才, 48才 ;体患64, 76, 66kダ) は毎日午前8時に 所定の標準
的朝食 (ただし, 投与後 5, 6 日目は自宅で朝食) をと っ た後, 1時間後 に ノ ル モ ナ - ル30mダ
を約100mPの水と-一 緒 に服用した. ノ ル モ ナ - ル の臨床試験に お い て は毎食後午前9時15m?,
さ ら に 4時間後1 5丁呼 , 1 日量30mダとさ れて い る が, ノ ル モ ナ - ル の 電解質緋鯉 に対する効果
は , 1 5- 90mダ投与の 範囲内ではA U Cに よく相関して い る こ と , シ ュ ミ レ ー シ ョ ン の結果か
ら1 日 2回を1 日1回に投与し･た際にも, A U Cの 違 い はみとめられをか っ た の で本試験で
は
,
1 日1回30m?投与した｡ 被験者は前日 の 夕食後から試験期間中はア ル コ ー ル 類 および コ
ー ヒ ー , 茶 , コ ー ラ , チ ョ コ レ ー ト 等カ フ ェ イ ン 類を含む飲食物は摂取しをか っ たo
試験 ス ケ ジ ュ ー ル は下記に示 す通りである｡
血液は, 10m9を採血後, 3mPをあら かじめ硝酸処理 した試験管に とり , 室温 に 約1時間放
置後, 3000r . p. m . で20分間遠心分離後得られ た血清を臨床検査項目の測定に 用 い た｡残 り7
mP はヘ パ 1) ン処理 試験管 に取 り, 3000r . p. m . で10分間遠心分離し, 血祭お よび赤血球部分
に分け, Tripa I℃ide の測定用とした ｡
拭 験 ス ケ ジ ュ ー ル
1 日 2 日 3 日 4 tj
喝 閑(h) 0 3 6
投与
扶 血
採尿
血 圧
脈 拍
6 8 924 33 LI8 7 2
†
J l↓1↓11 1 J
Jl l lJl↓Jl l J l l
l ↓↓Jl↓上1 1 +
J
I
J
1. Tripa mide お よび水酔化代謝物 (3- hydr o xyおよび 8-hydro xy -tripa mide) の定量
血祭, 赤血球および尿中Tripa mide の 定量, 尿中3- hydr o xy お よび8 -hydr o xy - tripa mide
の定量 は第5編第2章 に準じて行を っ た｡
2. 薬動力学的解析
4 - 2 で得られた薬物動態パ ラ メ ー タ ー を用 い て , 連続授与時の 採血点を決定した o 連続投
与時の 初回投与の 実測値から各自の排壮速度定数を求め , 連続投与時の血中濃度推移の シ ュ
ミ レ ー シ ョ ンを行を い , 実測値を併せ て プ ロ ッ ト した .
結
I . ノ ル モ ナ ー ル連続投与時の血中薬物動態
果
(1) 赤血球中 Tripa mide濃度推移
健康男子3名に ノ ル モ ナ - ル30叩 を1 日1回投与した際の 赤血球中Tripa mide膿度推移
を Fig.5 -20 に 示 した ｡
い ずれも3 日目まで は徐々 に赤血球中濃度は上昇し , 3回後 の 服 用 で 最高赤血球濃 度
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3.30 ±0.15FLg/ mP に達 し, 以後 一 定値を示 した ｡
さらに各人の 初回投与暗から推測し た赤血球中濃度推移と実測値をFig. 5
-21 に示した ｡固
から明らかをよう に各人 の 実測値は推測赤血球中濃度推移 に よく 一 致 しで い た ｡
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(2) Tripa mide血祭中濃度推移
健康男子 3名 (T. K, T. H, ∫. T) に ノ ル モ ナ - ル30mダを1 日1回投与した際に血奨中
濃度 が測定され得た 2名 (T. K, T. H) の血奨中濃度推移をFig.5 -2 2に示 した ｡
投与4時間後の血奨中濃度推移は投与3回後 に最高血奨中濃度 ( 約21n9/mP)を示し , 以
後 - 建値を示 した｡
苛.M 首.臆
5 0
二10
しハ
n]
-
a 5
＼
つ1
1=
H i H ” H i
良八
○
汁
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0
5 0
〟
∈1 0
1/I
～
Ll
i
一っ1
1=
与与与与与与与与与与
仙
0
I
●
～
1 2 3 4 5 67 8 9 1 0
Days Days
F ig . 5
- 22 . P las m a C o n c e ntr atio n of tripa mi de fol lo wing r epe ated
administT atio n
2 . ノ ル モナ ー ル 連続投与時の Tripa mide および水酸化代謝物の尿中排雅
ノ ル モ ナ - ル (30mダ) 連続投与時の 各人の 各授与24時間後の Tripa mide お よび水酸化代謝
物の 尿中排滑率を Table5-12に示した ｡
Tab le 5 1 1 2 Ex c r etio n of tripam i de a-nd hydr o xylated m etabol ite s
fol lo wing r epe ated administr atio n
Subje cts He t ab ol ite s
Repet i t io n s(days〕
2 3 4 5
T. E Tripa mi de
3一 日ydr o xy
- t ripa mide
8- HydT OXy ･ t ripa mi de
Total
i
.
6 1
1 7 2 2
1 0 1 4
Z 8. 6 3 7
2
1
8 4
Z
1
9 4
1
2
1
1 3
8 1 . 8
22 2
1 6 1
8 3 9. 8 4
0
2
1
0 4
～ .()
5
8
3 . 0
.∫
.
T Tripa mi de
3- Hydr oxy - t ripa n!ide
8- Hydr o xy
- t ripa mide
Total
1
Z O
1 3
34
2
1
4 3
2
1
4 3
1
Z l
14
3 6
2
1
1 3
Z
l
1 5
Z
l
1 3
之
1
1 3
2
1
1 3
T . H Tripa nide
5- HydT O Xア
ー t ripa 爪i de
8 一 日ydr o xy - t ripa mide
Total
1 . 0 1. 4
1 1 1 3 1
1 1 1 2 1
2 3. 0 2 6. 4 2
4
1
1
4 3
S 1 . ら
1 5 1
1 4 1
S 3 0. 5 3
ら 1 . 5 1. 7 1. 7 1. 7
1 6 1 6 16 1 6
1 5 1 6 16 1 6
s 3 2. 5 3 5. 7 33. 7 3 3. 7
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10 日間の 各人の未変化体の 尿中排池率は , T. Kl.6 - 2.0%, ∫. Tl.4- 1.0%, T . Hl .0 -
1 .70/oの 範囲内で変動 した｡ T. K, T . H の 2名でく り返し投与 に より排准率の 増加を示 し,
∫. T l名は逆に減少した ｡ 各人とも各投与後の疲雅量は連続投与4 - 6 日後 に 一 過性 に減少
する傾向があ っ た ｡
10 日間 の各人の 水酸化代謝物 3 -hydr oxy - tripamide の 尿中排滑率は T･ E17 - 250/a, J･ T17
- 230/a, T. ”ll - 170/o, 8 -hydro xyl ripamide は T. K IO- 200/o, ∫. T12 - 160/a, T･ H ll- 16
%で , い ずれもくり返 し投与 に より排滑率は増加した｡
10日間の 各人の排滑率は T. K27- 45%, ∫. T 29- 39%, T. H 22- 33%であり , 最終投与後
は約33- 45%の 水酸化代謝物が尿中に排池された ｡ 未変化体の 尿中排壮率2%と合せ ると ,
投与量の約35- 47%が尿中に回収さ れた｡
- 1 13-
第5章 考 察
14c- Tripa mide を ラ ッ ト に投与した際の 血中放射能は約90%以上 が赤血球中に存在して い
た｡ さ ら に in vitro に お ける Tripamide の赤血球中移行実験でも, Tripa mide はすみや か に
赤血球 に移行し , そ の約90%が赤血球中に存在して い た｡ ヒ ト赤血球移行速度は , ラ ッ ト に
比 べ て遅 か っ た｡
赤血球 に移行した Tripa mide お よ び代謝物は , 赤血球を等張buffe rに 懸濁する こ と により,
直ちに放出さ れる が, M ediuIⅥ/ 赤血球の 比は常 に約2/8 である こと から, Tripa mide お よ
び代謝物は赤血球中では高分子成分と結合して い るもの と推定さ れる｡ 実際 に , Tripa mide
と赤血球内奨および赤血球膜と の結合を検討し たと ころ , Tripa mide は赤血球内奨と結合す
る こと が明らかとを っ た｡
Se r oto nin や pTNitr o a nilin eはすみや か に赤血球に移行し, 赤血球膜 とは結合せ ず, 赤血球
内紫と結合すると報告さ れて い る ｡130)
Tripa mide も こ れら の 物質と同様に赤血球膜透過性 が高く , 赤血球内梁 との 親和性が高 い
も の と考えられる ｡ また こ の 結合は容易に離れる こ とから共有結合の ようを強 い 結合ではを
く, 比較的弱 い結合と考えられる ｡ 血中の ほとん ど の Tripa mide が赤血球中に存在して い る
こ と は, Tripa mide の 赤血球膜透過性 が高く, 赤血球内奨と結合する こと に より赤血球内保
持性 が高い こ と に よるもの と推察さ れる ｡
ヒ ト に ノ ル モ ナ - ル を投与した際の 血奨中 Tripamide レ ベ ル は極め て低く, 特 に15mグの投
与量で はほと ん ど検出限界以下であ っ た｡ ヒ ト に お い ても ラ ッ トと同様 に Tripa mide は血中
では94- 960/o が赤血球 に存在して い た o Tripa mide の血祭中濃度と赤血球濃度の 関係を検討
すると (Fig･5 - 2 3), Tripa mide の 赤血球中濃度 が約3 - 4iLダ/m9以下の 時には , 血祭中濃
度は検出限界以上ある い は付近である o 一 方, 赤血球中濃度が約 3 - 4 iLダ/mP以上では , Tri-
pa mide の赤血球中濃度に比例 して血奨中濃度 が上昇するこ とを示 して い る｡ さら に , 個人別
に血祭中濃度と赤血球中濃度の 関係を検討すると(Fig.5 -24), 4名で赤血球中濃度 が約3 -
4 pダ/mP以上 に上昇すると , 血奨中濃度もそ れ に 比例して上昇するこ とが認 められ たが, 1
名(J･ T) に お い て は赤血球中濃度が 3 F`ダ/mP以上高くを っ ても血祭中濃度が上昇する こと
はをか っ た ｡
一
以上 の ごとく , Tripa mide 赤血球中濃度が約3 - 4 FLダ/mD以上 に を ると血 渠中に Tripa ･
mide が上昇すると い う見かけ上の 飽和現象は, 赤血球内梁蛋白と Tripa mide と の 結合に飽
和 が起り , 遊離 Tripa mide は速や か に血祭中に移行するため と 考 えら れ る . 同様 を結果 が
Chlo rthalido neに つ い ても報告され て い る o131'C hlo rthalido n eの 場合は血中濃度 が15- 20pグ/
mPの 濃度で赤血球中濃度の 飽和現象が観察さ れて い る.132･ 133)
サイ ア ザイ ド系降庄利尿薬の 晴性中心はス ル フ ォ ン ア ミ ド基と考えられ て い る ｡ ス ル フ ォ
ン ア ミ ド基のイ オウ原子の 3 d打電子の働き によ っ て金属とキ レ ー ト能を有し , 電子受容能も
あると考えられ て い る134･ 135)o 一 方 サイ ア ザイ ド降庄利尿薬の金属イオ ン(Cu' ') と の キ レ ー
ト能は Zn十 十 を Cofa cto r に も つ c a rbo nic anhydr a s eの 阻害効 果と平行 して い る こ と が報告
されて い る｡ 136)実際 Aceta z ola mide は c a rbo nic anbydrase を強く阻害する し, C blo rthali･
done は c arbonic anbydra s eに 強 い 親和性 を示し, 133)Ac etaz olamide と競合する ことが報告さ
- 114-
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れ て い る137)c a rbo nic a nhydr a s eは赤血球 中に存在して い る こ とが知 られ て い る の で , こ れ
ら ス ル フ ォ ン ア シ ド基を有する降庄利尿薬の 赤血球内奨蛋白 へ の 結合 には c a rbo nic a nbydr a･
s e へ の 結合が示唆さ れる . Tripa mide の c a rbo nic a nhydr a s e阻害作用 は Ac eta z ola mide の
約X2, Hydr o chlo r othia zide の 約23倍と報告さ れ て い る.
138'
ま た c arbo nic a nbydr a s eの 阻害効果と Na
＋ の c erebr o spin alfluid へ の取 り込みと の 間 に
関連 がある こ とが報告されて い る ｡
139)
ス ル フ ォ ン ア ミ ド系降圧利尿薬で赤血球中濃度が血祭中濃度に比 べ て著しく高 い 薬物と し
て Metla z o n e140', Mefr
'
u side141) が 知られて おり , Bu m eta mide は 赤血球と結合し か ､と報告
され て い る ｡142)
生体試料中の Tripa mide も他 の ス ル フ ォ ン ア ミ ド系薬物と同様に H P L Cを 剛 ､ て , 簡単
に し かも精度良く定量できる こ とが判 っ た ｡ Tripa mide と類似の構造を有するIndapa mide
1 43'
は敏光定量法 が報告さ れて い る が , 本法 に よる Tripa I℃ide の 定量法と同程度の検出限界と推
定され る｡
. さ ら に本法は Tripa mide の 代謝物も同様 に定量で きる ことが判 っ た ｡
そ こ で薬物動態と薬効との 関連を検討した ｡
正常血圧の 範囲 にある健康男子10名に 1 日用量15mダの ノ ル モ ナ - ル 1 錠を空腹時 ( 前日の
夕食後から15時間絶食)および食後1時間後に投与した際の赤血球中 Tripamide 濃度お よび
尿中水酸化代謝物の排滑 に つ い て比較 した ｡
投与後6 お よび8時間後に おける赤血球中T
･
ripa mide の A U Cも同様 に食後投与の方が有
意に大きか っ た ｡ し かし , 12時間以後の 見 かけ上の 消失 に は空腹時および食後投与に はほと
ん ど差は認められをか っ た ｡
一 方水酸化代謝物の 尿中排准率 に つ い て み ると , 尿中排他率は空腹時投与に比 べ て食後投
与の 方が有意 に増加し, 赤血球中Tripamide濃度の A UC に良く対応して い た ｡ ま た尿中排
雅量も赤血球中 Tripa mide 濃度が有意に高 い 投与後4 - 8時間に 対応して , 空 脚寺授与に比
べ て食後投与の 方が有意 に増加する こ とが明ら かとを っ た . 赤血球中 AU C
2
.
4 は 食後授与の
方が有意に 大きく , 明らか に ノ ル モ ナ - ル は食事に よ っ て 捌又が向上した こ とを示して い る o
こ の こ と は食後投与にお ける水酸化代謝物の 尿中排滑率が空腹時投与 に比 べ て増加した こと
からも示され た｡
薬物 の Bio a vailability に及ぼす食事の効果に つ い て は多くの報告があり ,
一 般的 には , 吸
収 に 対して遅延, 低下また は向上を どの例 が知 られ て い る｡ 食事 に より Bio avai1ability が増
加する例とし て , Pr opr an ololおよびMetopr olol(肝で の 代謝 および初回通過効果の減少),
ca ｡ re ｡ ｡ ｡ eおよ びSpir o n ola cto n e(代謝および gastric e mptying の遅延, 胆汁酸の 分泌の増
那), Hydr ochlo r othiazide144'(ga stric e mptying の遅延), Hydr ala zin e(腸管内での 分解の抑
刺) 等が知られて い るが , ノ ル モ ナ - ル が食後投与 に より 捌又率が増加する こと の 詳細 に つ
い ては明らかで はをい ｡
ス ル フ ォ ン ア ミ ド系降庄利尿薬の 中で, Fu r o se mide は 145)食事 に より 捌又が遅延し, Ben ･
dr .flu m ethiazide146)は影響を受けず, Hydr o chlo r othia zide144) は増加する o
正常血圧の 範囲にある健常人3例に , ノ ル モ ナ
- ル15mダ, 45呼 , 90mダを1回授与 した際に
は, ノ ル モ ナ - ル 投与 による血圧 および脈拍数に対する影響は認められ在か っ たo こ の こ と
は, 前臨床試験 に お い て , 正常血圧ラ ッ トに対して は降庄作用を示さをか っ た
7 'と報告され
- 1 16-
て い る ｡
尿中の Na, Cl, K の 排雅量と赤血球中 Tripa mide 濃度から求めた AU C(0- 24br)(Table
5 -9) と の 関係に つ い て検討 したもの をFig. 5-2 5 に示す｡
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-2 5 に示すように , 尿中Na, Clの 排雅量は投与量の 増加に伴をう赤血球中A U Cの
増大と良く相関した が , 尿中K排雅量は
一 定 の傾向が認められをか っ た .
Na お よ びCl の 尿中排雅量は Tripamide の赤血球中A UC(0.
-24h) と 高 い相関性を示 し,
Na, Clの排滑パ タ ー ン も Triparnide赤血球中濃度の時間的推移と良く 一 致 し た ｡ こ の こ と
から Tripa mide 赤血球中濃度推移は作用部位 での 薬物濃度推移を反映して い るもの と推測さ
れるo - 方尿中K排滑 はA U C との 間t.ニ相関性は認 められ怒か っ たo
Hydr o chlo r othia zide に関して血祭中A U C と電解質排鞭と は相関し か ､と報告さ れてお
り
,
147' Be ndr oflu m ethia zide も同様 に, 血奨レ ベ ル と利尿括性は相関.しを い し ,
148'降庄効果と
も149)相関性 は言忍められを か っ た｡ Fu r o s emide の場合は血祭レ ベ ル とは相関し か ､ が, 尿中
Fu r o s e mide の排滑と利尿活性は相関して い た ｡ 120)Tripamide の 場 合は赤血球中A U C とも
尿中 Tripa mide の 排滑 および水酸化代謝物の 排他とも いずれも尿中電解質排聴と に相関性が
認められた. こ の こ と は赤血球膜透過性 が良く, か つ 赤血球内梁蛋白(おそらく c arbonic a n･
bydr a s e) ヘ の親和性が高い ことと, 標的臓器である腎 ヘ の 移行と作用 と に関連 があるもの と
推察さ れる. Etha c rynic a cidやFu r o s占mide は腎の 尿細管(主として ヘ ン レ の 上行脚)でNa＋
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の 再吸収を抑制するこ と に よ っ て利尿作用 を発揮するもの とさ れて おり, そ の Na
＋ 再吸収抑
制は (Na十 ＋ K'卜A T Pa s e阻害作f馴二基づくもの と説明さ れて い る ｡
150t 151' Tripa mide の 本酵
素 に対する阻害作用 は 1 ×10-4M 濃度では Etha crynic a cidよ り強力であ っ た .138'ま た老 令
s H Rを開 い て の Tripa mide の 血中濃度と降庄作用と の相関性 を検討し た結果, 降庄作用の
時間的推移と血中 Tripamide 濃度 の堆移は良く-一 致 して い た ｡ 代謝物C S B A, C S B M お
よびA T Dに つ い て は降庄作用はま っ たく認 めら れ か ､47) こ と から, Tripa mide の 降庄効果
は Tripa mide そ の もの と推察さ れる ｡
未変化体 Tripa mide a)尿中排壮は , 動物 (ラ ッ ト お よびウサギ) では, 投与魔の 0･20/o で
あ っ たの に 対して , ヒ ト では0.6 - 3.5%であ っ た ｡ こ の こ とは , ヒ ト に お い て も, 投与さ れ
た Tripa IⅥide は大部分が代謝さ れる ｡ し かし未変化体 Tripamide の ヒ ト赤血球中消失半減期
は , 約8時間であり , ラ ッ ト血 中消失半減期1.15時間に比 べ て著しく遅 い こ と から, ヒ トで
の代謝は動物 に比 べ て著しく遅 い もの と考えられる ｡
動物 (ラ ッ トおよびウサ ギ) に Tripa mide を投与すると尿中に は, 主 と してC S B A が排
牡さ れ, 水酸化代謝物の排滑は , 投与量の ラ ッ トで2. 90/a, ウ サギで2.60/oであ っ た ｡ 一 方 ヒ
ト尿中に は , 水酸化代謝物が投与量の 8.1 - l l. 80/o が排糖され , 動守如 二比 べ より多か っ た ｡
こ の こ と は ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム に お い て加水分解反応と水酸化反応と比較した場合, ヒ トで
は水酸化反応 が進行し易 い こ と が示唆された結果 からも支持さ れる ｡
c s BAは動物 (ラ ッ トお よびウサ ギ) では血中主代謝産物で ある が, ヒ トで は , C SB
A の血中の レ ベ ル は , Tripa mide の 1.8 - 2.5%であり Tripamide に比 べ て はるか に低 い ｡ こ
の こ とは , ヒ ト の Tripa mide 加水分解括性 が, ラ ッ ト に比 べ てかをり低 い こ と に起因して い
るもの と推察 される ｡
ノ ル モ ナ - ル を投与した彼の ヒ ト血 中C S BA はその40- 70%が赤血球中に存在 して おり,
血祭中濃度と差は認 められをか っ た の で, Tripa mide に比 べ 赤血球中 へ の 移行は少 か ､もの
と推察さ れる ｡
健康男子3名に , ノ ル モ ナ - ル 1 日30甘呼を毎日食後1時間後に投与した際の血 中濃度は投
与4時間後の レ ベ ル は3回目の 投与で ほぼ最高濃度 に達し , 以後 一 定値を示 した｡ こ の 結果
は抑回投与から推測 した連続投与時の 濃度推移と よく 一 致 した｡ こ れ は ノ ル モ ナ - ル の くり
返し授与に よ り Tripa mide の血中動態 に は何んら影響を与えか ､ こ とを示して い る｡ 血梁中
濃度推移も投与4時間後に最高血紫中濃度を示し , 赤血球濃度推移 に近似して い た ｡ また初
回投与彼の赤血球半減期と10 日彼の それとは差異が認められ怒か っ た ｡(Fig.5
-26)
一 般 に薬物代謝酵素の 誘導が観察さ れる場合は , 血 中半減期が短縮する こと が知られて い
るo152･-53'こ の こ と から , ヒ ト に お い ては Tripa mide は薬物代謝酵素晴性の 上昇を引き起さを
い もの と推察さ れる ｡
ノ ル モ ナ - ル 連続投与した 3名の 赤血球中濃度は差異が認 められをか っ た に もか かわらず,
1名 (∫. T) にお い て, 血祭中濃度は ピ ー ク 時 に お い ても検出限界以上であ っ た o こ の こ と
は, 赤血球の 飽和現象濃度 に個体差 がある こ とを示 して い る ｡
1 日1回9時に30m9を服用する場合と, 1 日 2回9時と午後1時 にそれ ぞれ15m州民用した
場合と では , 赤血球濃度推移にほと ん ど差異 の をい こ とが , 血中シ ュ ミ レ
ー シ ョ ン から推測
された . し た が っ て Tripa mide の 血中動態からは1日1回服用で も充分を効果が得られるも
の と考えられる｡
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ノ ル モ ナ - ル 連続投与時の 尿中排他は未変化体が1 - 2
0/a, 水酸化代謝物は22- 450/oであ
っ た. 未変化体 に対する水酸化代謝物の 比は ノ ル モ ナ
- ル のくり返 し投与に より2名で上昇
し, 1名は変らをか っ た ｡
ノ ル モ ナ - ル 連続投与時の 未変化体お よび水酸化代謝物の尿中排他は投与量の 約35- 47%
で あり , 他 の代謝物の 尿中排乱 さらに は胆汁を介して の糞中排滑等を考慮すれば, ヒ ト に
おける ノ ル モ ナ - ル の 吸収も動物と同様 にか怒り良好怨もの と考えられる o
ノ ル モ ナ - ル の 投与量別および被験者別の赤血球中からの消失半減期を比較すると , 投与
量別では差異はをく , 被験者別の消失半減期 に差異が認められ たo こ の こ と は, ノ ル モ ナ
-
ル の 15 - 90mグの 投与範囲では , 赤血球中消失半減期 には個有の 生理学的条件 (代謝 および排
滑速度) に影響 され て おり, 一 恵の 臨床効果を期待するた め に は, 1 日の投与量設定および
投与間隔に 幅をもたせ る必要性があると思われ るo
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総 括
非サイア ザイ ド系降庄利尿薬 Tripa mide の 安全性 , 薬効と の 関連で, Tripa mide の 代謝研究
を行を い , そ の 結果を5編 にわたり , 記述 したが , こ れ ら･を要約して以下に まと めた ｡
(1) ラ ッ トの 尿中から代謝物を効率良く, 単離, 精製し, 合成した4種の 標識化合物を用 い て ,
6種 の代謝物の構造決定を行 っ た ｡ 主水酸化代謝物の 水酸基の 配置 に つ い て は , e x oある い
は e n,do 8 - hydr o xy - tripa mide を立体選択的に合成す る方法 を見 い 出し , 代謝物 が e x o配
置で あ る こ と を 1 3c - N M R
,
H P L C よ り決定 した｡ さら に8,9- e x o- cis - D2 -Is oindolin e-
Tripa mide を合成 して, Tricyclode c a n e ring へ の 水酸化には立体選択性 と同位体効果が
認めら れる こと を示 した ｡
TI･ipa mide の 主代謝経路は ア ミ ドの 加水分解と Tricyclode c ane ring へ の水酸化反応で
あるが , 水酸化 に は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 中 の チ ト ク ロ - ム P -450 が関与し て い る こ と を示 し,
Tricyclode c a ne ring の 3位ある い は8位の 水酸化 には異 っ たP -450種 の 関与が示唆された ｡
- 方加水分解反応 は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 中の ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ が関与して い る こ とを示した.
(2) 1 4c - Tripa mide の ラ ッ ト および家兎に お ける生体内動態 から, 肝お よび腎 へ の 移行程度,
排聴経路 に種差が認めら れた o 1 4c - ca rbo nyl お よびIs oindolin e- Tripa mide の 標識位 置
の 異をる標識化合物を用 い て ラ ッ ト の組織内分布を検討 した結果, 組織からの 放射能の 消失
は
1 4
c -Is oindoline - Tripa mide の 方が遅か っ た o こ の 理由は T ricyclodeca n e ring m oiety
を有する代謝物が , 肝蛋白に cov ale nt binding する こ と に起因して い る こ とを明らか に した｡
(3) ラ ッ トに Tripa mde を連続投与する と肝薬物代謝酵 素活性がす る こ と が示 され , 括低上
昇に は, 代謝物A T D が関与して い る こ と が示 唆された ｡ 活性 上昇機序は Tricyclode c a n e
ring m oiety を有する代謝物が樟 へ 移行し, チ ト ク ロ ー ム P -450を誘導する他, 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 中 の電子伝達系成分と c o v ale nt b inding する こと に より , 活性上 昇､に 寄与 して い る
もの と推論 された｡ c o v ale nt binding の 反応は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 電子伝達系 が関与 し, Trト
cyclode c an e ring の 8
一 水酸化反応を経ての 活性 代謝物 がbinding に 関与 し て い る こ とを
示 した ｡
(4) Tripa mide の 代謝物中二種の ヒ ドラ ジ ン 化合物A T D, C S B H が認められた の で , Trト
pa mide の安全性 との 関連で ア セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン を対照にし て , 肝 へ の 影響を検言寸した｡
A T D お よびア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン 投与は肝臓中の T G, C bol, P L, L Pを い ずれも上昇
し , 肝臓 に脂肪の沈着が観察さ れた ｡ し かし ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン はG O Tを上昇させ , チ ト
ク ロ ー ム P - 450および b5 量, ア ミ ノ ピリ ン N 一 脱 メ チ ル化活性を い ずれも低下させる, 典型的
を ヒ ドラ ジ ン肝障害作開を示 したが , A T Dは チ ト ク ロ ー ム P -450 お よびb5量を上昇させた
が, 薬物代謝酵素活性 に変動 が認められをか っ た o ま たG O T は逆 に正常より低下した ｡
A T D には肝臓の 障害作用の 他に適応的機能冗進作用(第3編)を合せ 持 つ こ と が示 唆され
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た ｡ A T Dの 肝障害作用は第3編の項で述 べ た, c ovalent binding に起因し て い るもの と推
察さ れた｡
(5) Tripa rnide は血中ではほとん どが赤血球中に存在して い る｡ 赤血球脹に は結合せ ず, 内奨
成分と可 逆的に結合するこ とが示さ れた ｡ 生体試料中の Tripa mide お よび代謝物の定量法
を確立した こと に より , 血中濃度と降庄効果が関連する こと , 赤血球中A U C と電解質排滑
とが良く相関する ことを見 い 出した ｡
Tripa mide の 吸収 に は食事効果が観察され, 食後投与の 方が有意に 赤血球中濃度が高か っ
た｡ こ の こ とは - 般的 に薬剤が胃障害を避 けるため の 食後投与であるの に 比 べ て , 薬動力学
的側面からより積極的をノ ル モ ナ - ル の 用法の裏づ けとを っ た ｡
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掲 戟 雑 誌 日 録
1. 第 1 編 , 第 1 章 の 内 容 の 一 郎 は J . Label led Co mpo un ds & Radiopha r m. I
14 , 1 9 1(1 9 7 8) の 雑誌 に SYN T H E S =O F
1 4
c - T R = P A M = D Eと 屈 し て 掲 載 さ れ た o
2･ 第 1 編 一 第 2 幕 の 内 容 は xe n ob io tic a, l l, 1 9 7(1 9 8 1) の 雑誌 に
S T U D = E SON T H E M E T A B O L ISM O F TRIPA M = D E, A N E W A N T=H Y P E R T E N S = V E
A G E N T =, C H A R A C TE R= ZAT工O N O F M E TAB O L = T E S = N R A T Sと 題 し て 掲 載 さ れ た ｡
3･ 第 1 編 一 第 3 章 の 内容 は J ･ Pha r m a cobio ･ Dyn a mic s, A, s - 3(1 9 8 1)
の 雑誌 に ST E R E OSE LE CT= Ⅴ= T YON H Y D R OXY L A T = ON O F T R = P AM= D E
と 題 し て 掲 載 さ れ た ｡
4･ 第 1 乱 舞 4 章 の 内容 は Ⅹe n ob iotic a, 主主′ 6 9 3(1 9 8 1) の 雑誌 に
S TロD = ES ON T HE M E T A B O L ISM OF T R=P A M = D E′ A NEW A NT= H Y P E R T E N S = Ⅴ苫
AGE N T = =t M E T A B O L ISM B Y TfIEfIE PA T = C M = C R O SOM A L E N ZYM E Sと 起 し て 掲 載 さ れ た o
5･ 節 2 編 , 第 2 章 の 内容 は Japa n J . Pha r m a c o1 . , 3 2, 1 0 4 1(1 9 8 2)の 雑誌 に
S TUDZ ES O N TtI E M E T A BOL ISM O F T R = P A M = D E = = =, M E T A B OLIC F A T E OF
1 4
c - TR =P AM= D E = N 孤 T S A N DR 娼B =T S と 題 し て 掲載 さ れ た o
6. 第 3 編 の 内容 は 第 14回 薬物代 謝 と 薬効 ･ 毒 性 シ ン ポ ジ ウ ム 講 演要 旨15 ペ ー ジ 厨 岡 (1982)に
E N H A NC E 凹EN T OF T H E ACTIV I T Y O F 古E P A T =C D R UG - M E T A B O L I ZING EN Z Y M E S
FOL L O W I N G R E P E A T E D A D M I N I S TRA T IO N O FT R = P AM= D E = N R A T Sと 適 し て 掲載 さ れ た ｡ .
7･ 第 4 臥 第 2 章 の 内容 は J ･ Chr o m atogr aphy, Z3i, li l(1 9 8 2) の 雑誌 に
D E T E R M I N A T I O NOF T R = P A M = D E A N D = T S M E T A BOL =T ES = N P L A S M A, R E D BL OO D
CE L LS A N D U R IN E BY HI GH - P ERFOR MANCE L IQU I D C H ROMA TO GR礼P H Y
と 適 し て 掲 載 さ れ た ｡
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